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Einleitung
1.1 Das Harnblasenkarzinom
1.1.1 Epidemiologie
Das Harnblasenkarzinom stellt mit einer Häufigkeit von 3,2% aller Karzinome das
7. häufigste Karzinom weltweit dar [Tyczynski and Parkin, 2003]. Männer sind
knapp dreimal so häufig betroffen wie Frauen. Beim Mann steht das Harnblasenkar-
zinom hiermit nach dem Prostata-, Darm- und Lungenkarzinom an 4. Stelle der
häufigsten Tumorerkrankungen, bei der Frau an 8. Stelle [Giersiepen and Batzler,
2008].
Pro Jahr erkranken weltweit etwa 260 000 Männer und 76 000 Frauen [Eble et al.,
2004], in Deutschland sind es insgesamt etwa 28.750 Neuerkrankungen pro Jahr
[Giersiepen and Batzler, 2008]. Da das Harnblasenkarzinom mit 50–75% eine hohe
Rezidivrate aufweist [Heney et al., 1983], übersteigt die Prävalenz des Harnbla-
senkarzinoms seine primäre Inzidenzrate jedoch zusätzlich um ein Vielfaches [Droller,
1998]. Die Inzidenzrate steigt mit zunehmendem Alter an, somit sind in etwa zwei
Dritteln der Fälle Menschen über 65 Jahren betroffen [Stewart and Kleihues, 2003],
das mittlere Erkrankungsalter liegt für Männer bei 71, für Frauen bei 74 Jahren
[Giersiepen and Batzler, 2008]. Ausschließlich auf das Urogenitalsystem bezogen ist
das Harnblasenkarzinom nach dem Prostatakarzinom das zweithäufigste Malignom
[Emminger, 2004].
Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose weisen etwa 80% der Patienten einen nicht mus-
kelinvasiven Tumor (pTa, pTis oder pT1) auf [Black et al., 2006, Knowels, 2002]. 50%
dieser Patienten entwickeln im Verlauf Rezidive und ungefähr 5–10% gehen später
in ein invasives Stadium über [Eble et al., 2004, Stoehr, 2007]. Für lokal begrenzte
Tumorstadien liegen die durchschnittlichen relativen 5-Jahre-Überlebensraten bei
70% für Frauen und 76% für Männer. Betrachtet man nur die invasiven Karzinome
der Harnblase, so sinkt die 5-Jahres-Überlebensrate deutlich ab, in metastasierten
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Fällen bestehen nur noch geringe Aussichten auf Heilung. Patienten mit Harnbla-
senkarzinomen entwickeln in 16% der Fälle und somit am häufigsten von allen
Krebserkrankungen zusätzlich maligne Tumore in anderen Organen [Hayat et al.,
2007]
1.1.2 Ätiologie
Es gibt verschiedene Risikofaktoren, welche die Entstehung eines Harnblasenkarzinoms
begünstigen. Zu diesen Risikofaktoren zählen:
Nikotinkonsum
Der bedeutendste Risikofaktor für die Entstehung eines Harnblasenkarzinoms ist der
Zigarettenkonsum, wobei die kanzerogene Noxe das β-Naphthylamin ist [Haag et al.,
2003]. In Industrienationen sind bei Männern etwa 65% und bei Frauen etwa 30% der
Fälle durch Rauchen bedingt [Brennan et al., 2000]. Raucher weisen ein im Vergleich
zu Nichtrauchern zwei- bis sechsfach erhöhtes Erkrankungsrisiko auf [Brennan et al.,
2000]. Dieses steigt mit Dauer und Stärke des Nikotinkonsums, sinkt allerdings
auch wieder nach Beendigung des Nikotinabusus. Nach 15 Jahren Nikotinkarenz ist
das Erkrankungsrisiko eines ehemaligen Rauchers wieder vergleichbar zu dem eines
Nichtrauchers [Tyczynski and Parkin, 2003].
Berufliche Exposition
Ca. 25% aller Blasentumore entstehen durch berufliche Kanzerogenexposition. Hier-
bei spielen vor allem aromatische Amine wie Anilin, 2-Naphthylamin, Benzidin,
4-Aminodiphenyl, 4-Chlor-o-toluidin und o-Toluidin eine entscheidende Rolle [Eble
et al., 2004, Golka K, 2007]. Diese finden besonders in Oxidationshaarfärbemitteln,
Malerfarben (wasserlöslichen Azofarben), Textilfarben und in der Aluminium-, Leder-
und Gummiindustrie Verwendung [Negri and Vecchia, 2001]. Durch hepatische Hy-
droxylierung und Acetylierung der Amine entstehen toxische Metabolite, welche
renal ausgeschieden werden und somit mit der Harnblase in Kontakt treten. Inakti-
viert werden diese toxischen Metabolite durch die N-Acetyltransferase, so dass vor
allem ein erhöhtes Risiko für sogenannte „Langsamacetylierer“ besteht [Haag et al.,
2003].
Chronische Zystitiden
Infektionen mit Schistosoma haematobium (Bilharziose) scheinen insbesondere das
Risiko für die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Harnblase zu erhöhen.
Auch chronische Zystitiden, wie sie z.B. durch Blasensteine oder Dauerkatheter
hervorgerufen werden können, wirken begünstigend auf die Entstehung des Harnbla-
senkarzinoms [Tyczynski and Parkin, 2003] Der zugrunde liegende Pathomechanismus
beruht auf den durch die rezidivierenden Entzündungen entstehenden kanzerogen
Nitrosaminen [Haag et al., 2003]
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Medikamente
Es konnte gezeigt werden, dass ein chronischer Medikamentenabusus von Schmerz-
mitteln, welche Phenacetin enthalten, deutlich risikosteigernd wirkt. Ebenso wird
dem Zytostatikum Cyclophosphamid eine risikosteigernde Wirkung besonders für die
Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Harnblase zugeschrieben [Eble et al.,
2004].
Arsen
Es konnte gezeigt werden, dass Trinkwasser, welches Chlorierungsnebenprodukte
enthält oder mit Arsen kontaminiert ist, das Blasenkarzinomrisiko steigert [Eble
et al., 2004].
Koffein
Ob Koffein einen Risikofaktor darstellt, ist noch umstritten. Einige Studien zeigen
ein erhöhtes Risiko für Kaffeetrinker im Vergleich zu Nichtkaffeetrinkern. Wool-
cott et al. [2002] konnten dies allerdings nur bei Nichtrauchern bestätigen. Auch
tierexperimentell lässt sich ein kanzerogener Effekt von Kaffee nicht klar nachwei-
sen.
1.1.3 Prävention
Als wichtigste präventive Maßnahme gilt die Nikotinkarenz. Darüber hinaus haben
Cox-2-Hemmer wie Celecoxib möglicherweise eine präventive Wirkung. Es konnte
festgestellt werden, dass die Cyclooxigenase-2 bei der Aktivierung von Karzinogenen,
wie z.B. den aromatischen Aminen, eine Rolle spielt und dass Cox-2 in Tumorzellen
verstärkt exprimiert wird [Patton et al., 2002] Des Weiteren wird vermutet, dass
durch eine hohe Flüssigkeitsaufnahme ein verringertes Risiko für die Entwicklung
eines Harnblasenkarzinoms besteht. Schädliche Metabolite im Urin werden verdünnt,
und durch eine erhöhte Miktionsfrequenz wird die Kontaktzeit mit den Kanzerogenen
verringert [Tyczynski and Parkin, 2003]. Steinmaus et al. zeigten, dass ausreichender
Konsum von Gemüse und Obst das Erkrankungsrisiko verringern kann [Steinmaus
et al., 2000].
1.1.4 Histologische Klassifikation (WHO 2004)
Das Urothelkarzinom stellt mit über 90% aller Harnblasentumoren die mit Abstand
am häufigsten vorkommende histologische Entität dar. Plattenepithelkarzinome kom-
men in ca. 4% der Fälle vor, Adenokarzinome und die gutartigen Papillome nur in
ca. 1% der Fälle [Haag et al., 2003]. Die lange gültige Klassifikation des Urothelkarzi-
noms (WHO 1973) mit dreistufigem Gradingsystem wurde 2004 von der WHO durch
ein zweistufiges System ersetzt, welches die molekulargenetischen und klinischen
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Beobachtungen der Urothelneoplasie besser wiederzuspiegeln versucht. Hierbei wird
innerhalb eines Karzinomstadiums nur noch nach „genetisch stabil“ (low grade)
und „genetisch instabil“ (high grade) statt wie bisher G1–G3 unterschieden. Eine
1:1-Übersetzung dieser Gradingsysteme ist nicht möglich, die früheren G1-Tumore
und ein Teil der G2-Tumore fallen in die low grade-Gruppe; der grössere Teil der
G2-Tumore und die G3-Tumore zählen zur high grade-Gruppe. Bei dieser Unter-
scheidung ist das histologische Bild ausschlaggebend, schon ein kleines Tumorareal
mit hochgradig atypischen Zellen begründet das Vorliegen eines high grade Tumors
[Lindemann-Docter and Knuechel-Clarke, 2008]. Über das histologische Bild hinaus
bestärken genetische Analysen und immunhistologische Untersuchungen (p53, pRB,
Ki67, CK20) diese Unterscheidung [Rübben, 2007].
1.1.5 TNM Klassifikation
Die Beschreibung der Tumorausbreitung geschieht nach der TNM Klassifikation
(WHO 2004), einen Überblick gibt Tabelle 1.1 sowie Abbildung 1.1.
Abbildung 1.1: Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms (modifiziert nach Riede
[1999])
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Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation der Harnblasenkarzinome nach WHO 2004, modifi-
ziert nach Eble et al. [2004]
TNM-Klassifikation Zuordnung
T Primärtumor
TX Keine Beurteilung möglich
T0 Kein Primärtumor
Ta Nichtinvasives papilläres Urothelkarzinom
Tis Carcinoma in situ
T1 Infiltration der Lamina propria
T1a Oberhalb der Muscularis mucosae
T1b Innerhalb/unterhalb der Muscularis mucosae; nicht etabliert
T2 Infiltration der Muscularis propria
T2a Innere Hälfte
T2b Äußere Hälfte
T3 Infiltration des Perivesikalen Fettgewebes
T3a Mikroskopisch erkennbar
T3b Makroskopisch erkennbar
T4 Infiltration anderer Organe
T4a Prostata, Uterus oder Vagina
T4b Becken- oder Bauchwand
N Nodalstatus
NX Keine Beurteilung möglich
N0 Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Befall eines Lymphknotens, maximal 2 cm durchmessend
N2 Befall eines Lymphknotens, 2,1 – 5 cm durchmessend / multiple Lymphknotenme-
tastasen ≤ 5 cm
N3 Lymphknotenmetastase ≥ 5 cm
M Fermetastasen
MX Keine Beurteilung möglich
M0 Keine Fernmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastasen vorhanden
R Residualtumor
R1 Nur mikroskopisch erkennbare Tumorreste nach Operation
R2 Auch makroskopisch erkennbare Tumorreste nach Operation
L1 Lymphgefäßinvasion
V1 Blutgefäßinvasion
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1.1.6 Karzinogenese
Das Urothelkarzinom entwickelt sich entlang zweier unterschiedlicher Pathomechanis-
men. Bei dem mit 70–80% weitaus häufigeren Signalweg entstehen durch aktiviertes
H-ras bzw. Mutationen des FGFR3-Gens zunächst urotheliale Hyperplasien, welche
sich dann zu oberflächlichen nicht invasiven papillären Tumoren weiterentwickeln.
Der mit 20–30% seltenere Signalweg verläuft über die Inaktivierung der p53- und
RB-Genprodukte. Hierbei entstehen Carcinomata in situ, welche sich dann zu in-
vasiven Stadien weiterentwickeln [Sanchez-Carbayo and Cordon-Cardo, 2007]. Eine
Übersicht gibt Abbildung 1.2
Abbildung 1.2: Schematische Übersicht über die Pathogenese des Harnblasenkar-
zinoms, modifiziert nach Knowels [2002], Mhawech-Fauceglia et al. [2006], Sanchez-
Carbayo and Cordon-Cardo [2007], Wu [2005]. Bilder: AFIP Atlas of Tumor Patholo-
gy
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1.1.7 Klinik
Das Harnblasenkarzinom wird häufig erstmalig per Zufallsbefund diagnostiziert, da
es in einem Viertel der Fälle einen symptomarmen bzw. -losen Verlauf bietet. Eine
schmerzlose Hämaturie (mikroskopisch oder makroskopisch) gilt als Leitsymptom
und kommt in 85% der Fälle vor [Eble et al., 2004]. Zu weiteren Symptomen zählen
die antibiotikaresistente Dysurie, Pollakisurie und Leukozyturie. Je nach Tumorsta-
dium kann ein Harnstau bei Verlegung der Ureterostien eine Hydronephrose mit
Flankenschmerz verursachen. [Haag et al., 2003] Im fortgeschrittenen Tumorstadium
können retrosymphysäre Schmerzen durch Tumorinfiltration des paravesikalen Gewe-
bes, Knochenschmerzen bei Metastasen und Gewichtsverlust auftreten [Eble et al.,
2004, Haag et al., 2003].
1.1.8 Diagnostik
In der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms gilt zurzeit die Zystoskopie mit einer
Sensitivität von 73% und einer Spezifität von 37% als Goldstandard [Konety, 2006,
Witjes, 2004]. Wird diese unter Narkose durchgeführt, können gleichzeitig tran-
surethral Biopsien entnommen werden, um die Diagnose histologisch zu sichern.
Allerdings reicht die Weißlichtendoskopie oft nicht aus, um auch Carcinomata in
situ sicher genug erkennen zu können. So konnten Zaak et al. [2002] zeigen, dass ca.
50% der CIS mittels Weißlichtendoskopie nicht erkannt werden. Hier können mittels
Fluoreszenzzystoskopie mit 5-Aminolävulinsäure (ALA) deutlich bessere Ergebnisse
erzielt werden. Kombiniert wird die Zystoskopie mit der Urinzytologie. Diese weist
bei einer Spezifität von bis zu 100% [Borden et al., 2003] leider aber vor allem im
Bezug auf gut differenzierte (low grade) Tumore eine sehr niedrige Sensitivität auf
[Konety, 2006].
Zur genaueren Bestimmung der Tumorgröße und -ausbreitung bzw. Metastasensuche
dienen intravenöse Urographie, Ultraschall, CT, MRT, Röntgenthorax und Knochen-
szintigraphie als diagnostische Hilfsmittel [Eble et al., 2004]. Es existieren zudem
bereits einige kommerziell erhältliche Urinscreeningtest, die unter 1.1.9 eingehender
diskutiert werden.
1.1.9 Molekulare Marker
Um eine diagnostische Alternative zu dem invasiven Verfahren der Zystoskopie zu
etablieren, wird zurzeit nach ausreichend sensitiven und spezifischen Markern gesucht,
welche über nicht-invasive Verfahren wie Blut- oder Urinscreeningtests detektiert
werden können. Einige Urinscreeningtests wie z.B. NMP22, BTA stat und BTA
TRAK sind heute kommerziell erhältlich. Bis jetzt konnte allerdings keiner dieser
Marker in alleiniger Anwendung mit ausreichend hoher Sensitivität und Spezifität für
die Frühdiagnose des Harnblasenkarzinoms genutzt werden und somit die Zystoskopie
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ersetzen [Sanchez-Carbayo and Cordon-Cardo, 2007]. Tabelle 1.2 gibt Aufschluss
über die Sensitivität und Spezifität einiger dieser Marker.
Des Weiteren wird seit einiger Zeit in vielen Studien die prognostische Relevanz von
gewebegebundenen Tumormarkern diskutiert, welche möglicherweise in Zusammen-
hang mit dem biologischen Potential eines Tumors stehen können. Diese Marker
könnten in Hinsicht auf die Therapieplanung z.B. Auskunft darüber geben, ob ein
primär oberflächlicher Tumor eine hohe Tendenz hat Rezidive zu bilden, invasiv zu
werden oder Metastasen zu entwickeln und demzufolge schon in frühem Stadium mit
möglichst aggressiver Therapie behandelt werden sollte. So konnte in einer neueren
Studie, welche Proteine des Zellzyklus hinsichtlich ihrer prognostischen Relevanz
untersuchte, festgestellt werden, dass die Überexpression von Ki-67, p53 und p27 mit
einer schlechteren Überlebensrate assoziiert ist, wohingegen die Überexpression von
p16 für eine bessere Überlebensrate vor allem in Hinblick auf low grade und low stage
Tumore spricht. Eine vermehrte Expression von PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), p16 und Cyclin E sprach für ein geringeres Rezidivrisiko, die Überexpres-
sion von Ki 67 dagegen für ein erhöhtes Rezidivrisiko [Brunner et al., 2008]. Eine
andere Studie konnte vier Proteine nachweisen, welche in normalem Urothel und in
low grade Tumoren aber nicht in high grade Tumoren vorhanden waren. Diese wur-
den als Fettsäurebindungsprotein mit Homologie zur Adipozytenisoform (A-FABP),
Glutathion-S-Transferase µ (GST µ), Prostaglandin-Dehydrogenase (PGDH)und Ke-
ratin 13 identifiziert [Celis et al., 1996]. Des Weiteren wird vermutet, dass Mutationen
von Onkogenen wie c-myc, H-ras oder HER-2/neu zu einem gewissen Grad mit Tu-
Tabelle 1.2: Sensitivität und Spezifität einiger kommerziell erhältlicher Urinscree-
ningtests, modifiziert nach Konety [2006]
Marker Sensitivität [%] Spezifität [%]
NMP22 67,49 74,38
BTA stat 68,71 73,67
BTA TRAK 61,96 73,59
Telomerase 72,40 87,15
Hyaluronsäure und Hyaluronidase 94,00 80,93
Fusscytometrie und Quanticyt TM assay 58,08 80,62
FISH 77,00 98,00
ImmunoCyt TM 58,20 78,77
Cytokeratin 20 82,83 73,37
Cytokeratin 8 und 18 60,70 83,82
Lewis X Antikörper 87,10 61,65
Hemastix 71,20 67,27
CYFRA 74,15 91,30
Survivin 64,00 93,00
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morgrade und -stage korrelieren [Al-Sukhun and Hussain, 2003b, Kausch and Bohle,
2002, Stein et al., 1998]. Eine Überexpression des Fibroblast Growth Factor Receptors
3 (FGFR3) wird vor allem in oberflächlichen Tumoren beobachtet, 75% aller papillä-
ren Tumore weisen diese Mutation auf [Sanchez-Carbayo and Cordon-Cardo, 2007].
Zusätzlich zu dem schon oben erwähnten Tumorsuppressorgenen p53, soll auch die
Inaktivierung des Retinoblastomgens (Rb) mit der Tumorprogression in Verbindung
stehen und vermehrt in muskelinvasiven high grade Tumoren beobachtet worden sein
[Kausch and Bohle, 2002]. Diese Ergebnisse bestätigen das in 1.1.6 beschriebene Mo-
dell zweier unterschiedlicher molekularer Karzinogenesemechanismen. Keiner dieser
Marker konnte allerdings bis zum heutigen Zeitpunkt vollständig validiert werden
und in den klinischen Alltag eingeführt werden.
1.1.10 Therapie
Nicht invasive Tumore (pTa, pTis)
Die bevorzugte Therapieform für nicht invasive Tumore richtet sich nach dem Rezidiv-
risiko. Das Risko eines Rezidives steigt mit der Anzahl der vorliegenden Tumore, mit
dem Vorhandensein von vorangegangenen Rezidiven, mit der Tumorgröße und mit
dem Grad der Dysplasien [Oosterlinck et al., 2002] Für papilläre Tumore mit einem
geringen Rezidivrisiko ist die Entfernung des Tumor mittels transurethraler Resektion
(TUR) ausreichend. Für papilläre Tumore mit einem hohen Rezidivrisiko sollte sich an
die TUR eine vesikale Instillation eines Immunmodulators (Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) oder alpha-Interferon) oder eines Chemotherapeutikums (z.B. Mitomycin C,
Thiopeta, Epodyl, Doxorubicin) anschließen [vom Dorp et al., 2007]. Das Carcinoma
in situ (CIS, pTis) ist ein nicht invasives high grade Karzinom und weist eine sehr
starke Tendenz zur Progression und Rezidivbildung auf. Da es als flache, kaum
sichtbare Läsion mittels TUR nur schlecht resezierbar ist, ist hier eine BCG-Therapie
in Form einer sechswöchigen Erhaltungstherapie Goldstandard. Für BCG refraktäre
Patienten bleibt die Zystektomie [Witjes, 2004].
invasive Tumore (pT1-4)
Bei der Therapie der invasiven Tumore wird in Hinblick auf die Muskelinvasivität
entschieden, welche Therapieform erfolgt. Tumore, welche ausschließlich bis in die
Lamina propria infiltrieren (pT1), können mittels TUR entfernt werden. Möglichst
früh nach der Resektion sollte sich eine Instillationstherapie mit BCG anschließen
[Oosterlinck et al., 2002]. Bei schlecht differenzierten Karzinomen (pT1, G3) soll-
te eine Nachresektion nach 2–4 Wochen erfolgen, um das Tumorstadium richtig
einschätzen zu können [Jakse et al., 2004]. Ob für diese Patienten im Anschluss
eine Instillationstherapie mit BCG oder aber die frühe Zystektomie einen größeren
Nutzen trägt, ist zur Zeit noch ungeklärt [vom Dorp et al., 2007, Oosterlinck et al.,
2002].
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Für muskelinvasive Tumore (> pT2) stellt die radikale Zystektomie mit bilateraler
Lymphadenektomie die Therapie der Wahl dar [Borden et al., 2003]. Zur radikalen
Zystektomie gehört die Entfernung von Blase, Prostata und Vesiculae seminales beim
Mann, bzw. Uterus, vorderer Vaginalwand und Adnexen bei der Frau. Die Indikation
zur Urethrektomie ist bei positivem Harnröhrenabsetzungsrand oder Tumorbefall der
(prostatischen) Harnröhre ebenfalls gegeben. Anschließend ist eine künstliche Form
der Harnableitung nötig. Hierbei kommt der orthotope Blasenersatz (Neoblase) dem
präoperativem Zustand am nächsten. Bei 40% der Patienten ist die Anlage einer Neo-
blase allerdings aus verschiedenen Gründen nicht möglich, z.B. nach Urethrektomie.
In diesem Fall stellt das Ileumconduit eine bewährte Form der Harnableitung dar,
dies wird in 30% der Fälle durchgeführt. Die kontinente, supravesikale Harnableitung
mittels katheterisierbarem Stoma, das Harnleiterhautstoma oder anale Harnablei-
tung mittels Ureterosigmoideostomie stellen weitere Alternativen dar [Hautmann,
2007].
Kann bei einem Patienten keine künstliche Harnableitung erfolgen oder sprechen
andere Gründe gegen eine radikale Zystektomie bzw. wünscht der Patient einen
Organerhalt, gibt es die Alternative der blasenerhaltenden Therapie, bestehend aus
Radiotherapie mit oder ohne kombinierter Chemotherapie. Günstige Vorraussetzung
stellt eine vorherige TUR dar. Rödel et al. konnten zeigen, dass die Überlebensraten
nach Durchführung einer multimodalen Therapie bestehend aus TUR, Radiotherapie
(45 bis 50 Gy) und systemischer Chemotherapie (Cisplatin) mit denen nach radikaler
Zystektomie vergleichbar sind. Um das Therapieergebniss zu sichern, sollte nach
Beendigung der Therapie eine erneute TUR erfolgen, um sog. Non-responder im
Anschluss doch einer radikalen Zystektomie zu unterziehen [Rodel et al., 2005]. Die
Frage, ob eine neoadjuvante Therapie sinnvoll ist, wird kontrovers diskutiert. Im
Rahmen einer Studie von Hall et al. konnte allerdings gezeigt werden, dass die
neoadjuvante Anwendung von CMV (Cisplatin, Methotrexat und Vinblastin) einen
kleinen aber statistisch signifikanten Vorteil in Hinsicht auf die Überlebensrate bietet
(6%) [Hall RR, 2002].
Die Therapie des metastasierten Urothelkarzinoms besteht aus einer systemischen
Mehrfachchemotherapie, hierbei kann in bis zu 70% der Fälle eine Remissionsrate
erzielt werden, eine Heilung ist sehr selten. Derzeit sind Polychemotherapieprotokolle
mit Gemcitabin und Cisplatin sowie das MVAC-Schema (Methotrexat, Vinblastin,
Adriamycin und Cisplatin) etabliert [Jakse, 2007].
1.1.11 Prognose
Die wesentlichen prognostischen Faktoren des Harnblasenkarzinoms sind Infiltrati-
onstiefe (T-Stadium) und Differenzierungsgrad (low oder high grade) zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose [vom Dorp et al., 2007].
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Nicht invasives papilläres Urothelkarzinom
Der Großteil der nicht invasiven papillären Tumore (Ta) sind low grade Karzinome.
Diese haben zwar eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit zur Rezidivbildung (48–71%)
[Eble et al., 2004], zeigen aber nur in 5% der Fälle eine Progression zu invasiven
Stadien. Nicht invasive papilläre high grade Tumore haben im Vergleich zu low
grade Tumoren eine höhere Progressionswahrscheinlichkeit (10–15%). Patienten mit
papillären Tumoren entwickeln unabhängig vom Differenzierungsgrad in 0,7% der
Fälle Metastasen [vom Dorp et al., 2007].
Carcinoma in situ
Das Carcinoma in situ (CIS) ist definiert als flaches, nicht invasives high grade
Karzinom, welches unbehandelt eine mehr als 50% ige Progressionsrate mit noch
höherer Rezidivrate aufweist. Es gilt als obligate Präkanzerose. Das es sich im
Vergleich zu den papillären Tumoren um eine weitaus aggressivere Vorstufe handelt,
beweist zudem die Tatsache, dass sich der Großteil der invasiven Karzinome über die
Vorstufen epitheliale Atypie und CIS entwickelt und nur sehr selten über papilläre
Vorstufen [Eble et al., 2004]. Das CIS liegt meist in Kombination mit einem invasiven
Karzinom (in 45–65%) oder einem pTa-high grade-Tumor vor (7–15%) [Lindemann-
Docter and Knuechel-Clarke, 2008]. Tritt das CIS gleichzeitig mit einem invasiven
Tumor auf, liegt die Mortalitätsrate bei 45–65% verglichen zu einer 7–15%igen
Mortalitätsrate bei CIS in Verbindung mit gleichzeitig auftretendem nicht invasiven
Karzinom [Eble et al., 2004, Witjes, 2004].
Infiltrierende Urothelkarzinome
T1 Tumore, welche größtenteils als high grade eingestuft werden, haben ein Rezidivri-
siko von 80% und zeigen in 60% eine Progression zu fortgeschritteneren Tumorstadien.
Die 10-Jahres-Überlebensrate liegt bei 35% [Eble et al., 2004, Kausch and Bohle, 2002].
Ist der Tumor muskelinvasiv, besitzt er nur noch eine 20–50% ige Heilungschance.
50% der Patienten mit muskelinvasivem Stadium entwickeln Metastasen, trotz Che-
motherapie existiert dann nur noch eine Heilungschance von 10% [Sanchez-Carbayo
and Cordon-Cardo, 2007]. Als Risikofaktoren für Rezidive und Progression gelten
eine Tumorgröße > 3 cm, Multifokalität und ein begleitendes CIS [Lindemann-Docter
and Knuechel-Clarke, 2008].
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1.2 Proteomics
1.2.1 Allgemeines
Der Begriff Proteomics bezeichnet die Erforschung des Proteoms. In Analogie zum
Genom als Gesamtheit der zellulären Erbinformation stellt das Proteom per Defi-
nition die Gesamtheit aller Proteine dar, welche in einer Zelle, einem Organismus
oder einer Körperflüssigkeit zu einem Zeitpunkt exprimiert werden [van der Merwe
et al., 2007]. Die Proteinexpression einer Zelle ist sehr dynamisch und wird durch
eine Vielzahl von Parametern beeinflusst. Das Proteom bietet somit einen genauen
Überblick über die Gesamtheit aller zellulären Vorgänge wie z.B. über Veränderun-
gen der Proteinexpression im Rahmen von metabolischen Prozessen, Entzündungen
oder (Krebs-) Erkrankungen und kann demzufolge als hochsensitive Sonde für den
Vitalitätsgrad der Zelle dienen [Celis and Gromov, 2003]. Während lange Zeit das
Genom im Zentrum des wissenschaftlichen Interesses stand, rückt seit Anfang des
Jahrhunderts die Proteomforschung zunehmend in den Vordergrund. Grund hierfür
ist vor allem die Einsicht, dass die Entschlüsselung des Genoms nur unvollständige
Aussagen über die eigentliche Proteinexpression einer Zelle liefern kann. Die Korrela-
tion zwischen DNA- und RNA-Sequenz und eprimiertem Protein ist oft unzureichend,
da Proteine posttranslationalen Veränderungen unterliegen, welche die Funktion des
Proteins verändern können und über welche das Genom keine Aussage treffen kann
[Krieg et al., 2002]. So stehen beim Menschen einer Anzahl von etwa 40.000 Genen
mehr als 500.000 Proteine gegenüber [Banks et al., 2000].
Das Potential des Proteoms für eine klinisch diagnostische Verwertung liegt unter
anderem in der Suche nach Markermolekülen für die Diagnose verschiedener Erkran-
kungen insbesondere Karzinomerkrankungen. Mit dem Ziel patientenunabhängige
aber tumorspezifische Marker zu entdecken wird das Proteom maligner Proben mit
dem Proteom gesunder Proben verglichen [Krieg et al., 2002]. In diesem Rahmen ist
vor allem ein neuer Ansatz, das sog. pattern profiling zu nennen. Hierbei werden über
die üblichen singulären Proteinmarker hinaus sogenannte Proteinmuster zur Unter-
scheidung zwischen gesunden und kranken Proben genutzt [Petricoin et al., 2002].
Während sich die traditionelle Molekularbiologie mit einzelnen Genen oder Proteinen
beschäftigt, betrachtet die Proteomforschung also die Gesamtheit aller Proteine einer
Zelle [Lee et al., 2005]. Betrachtet man nun die Komplexität des Proteoms und
die hohe Anzahl an verschiedenen Proteinen, so wird deutlich, dass dies eine hohe
Herausforderung an die jeweiligen Untersuchungstechniken stellt [Krieg et al., 2002].
Diese basieren auf herkömmlichen proteinbiochemischen Methoden oft gekoppelt
mit sog. high throughput Methoden [Krieg et al., 2002]. In diesem Zusammenhang
stellt die Massenspektrometrie vor allem seit Einführung der Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization (MALDI-) Massenspektrometrie und später der Surface En-
hanced Laser Desorption Ionization (SELDI-) Technik neben der zweidimensionalen
(2D-) Gelelektrophorese eine der wichtigsten Methoden für proteomische Analysen
dar.
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1.2.2 MALDI/MALDI imaging
Mit der Erfindung der sogenannten MALDI-TOF-MS im Jahre 1987 durch Koichi
Tanaka sowie 1988 durch Michael Karas und Franz Hillenkamp [Karas and Hillen-
kamp, 1988, Tanaka et al., 1987] ist die Massenspektrometrie ein unabdingbarer
Bestandteil proteomischer Studien geworden [Chaurand et al., 2006]. Im Unterschied
zur herkömmlichen Massenspektrometrie basiert die Methode der MALDI-TOF-
MS auf einer sanfteren Form der Ionenübertragung [Lee et al., 2005]. Während
bei der traditionellen hochenergetischen Ionisierung mittels Elektronenbeschuss vor
allem hochmolekulare Proteine fragmentiert und zerstört wurden und somit einer
Analyse unzugänglich waren, erfolgt die Ionisation bei MALDI mittels Protonenüber-
tragung durch eine mit der Probe kokristallisierten organischen Matrix mit Hilfe
von Laserenergie [Krieg et al., 2002, Lee et al., 2005]. Hierbei schützt die Matrix
die Proteine vor einer Fragmentierung durch den Laser [Lottspeich and Engels,
2006].
Die Methode des MALDI imaging wurde erstmalig 1997 durch Richard M. Caprioli et
al. beschrieben und stellt eine Weiterentwickelung der MALDI-TOF-MS dar [Caprioli
et al., 1997]. Während vor der Analyse mittels konventioneller MALDI-TOF-MS
Zellen von Interesse durch Mikrodissektion von anderen Zellen getrennt und lysiert
werden mussten, kann die Analyse mittels MALDI imaging direkt von intakten
Gewebeschnitten erfolgen. Hierfür ist nur ein einziger Gefrierschnitt notwendig, es
kann also schon mit sehr geringen Gewebemengen gearbeitet werden. Darüber hinaus
ermöglicht diese Methode eine ortsauflösende Darstellung der Proteine innerhalb der
Gewebeprobe sowie eine Korrelation mit den histologischen Informationen desselben
Schnittes [Schwamborn et al., 2007]. Die Auflösung in x-y-Richtung liegt hierbei
unter 50 µm, so dass die Grössenordnung von Einzelzellen erreicht wird [Caprioli,
2008, Chaurand et al., 2005].

KAPITEL 2
Zielsetzung
Ungefähr 45% aller Männer und 38% aller Frauen werden statistisch gesehen im
Laufe ihres Lebens eine Form eines invasiven Karzinoms entwickeln, jeder 43. ein
Harnblasenkarzinom [Hayat et al., 2007]. Mit einer Mortalitätsrate von 7,1% für
Männer und 2,2% für Frauen steht das Harnblasenkarzinom im Jahre 2004 bei
den Männern an achter und bei den Frauen an neunter Stelle in der Rangliste der
Krebssterbefälle [Giersiepen and Batzler, 2008]. Eine relative 5-Jahre-Überlebensrate
von 80–30% in pT1-Stadien im Vergleich zu 10–0% in metastasierten Stadien ver-
deutlicht [Riede, 1999], dass der Früherkennung des Harnblasenkarzinoms, wie auch
der meisten anderen Karzinome, eine wesentliche Bedeutung zugemessen werden
muss. Aufgrund der für Harnblasenkarzinome charakteristischen Multifokalität sowie
der hohen Rezidivrate ist eine engmaschige Tumornachsorge nötig. Somit stellt das
Harnblasenkarzinom in seiner Behandlung die fünftteuerste Krebserkrankung dar
[Hong and Loughlin, 2008].
Die Zystoskopie mit anschließender histologischer Untersuchung von Biopsiematerial
gilt bisher als Goldstandard der Primärdiagnostik des Harnblasenkarzinoms. Diese
weist aber vor allem für Carcinoma in situ eine oft nicht ausreichende Sensitivität
sowie Spezifität auf und stellt zudem ein invasives, sehr teures und aufwendiges
Verfahren dar. Sowohl für die Früherkennung als auch für die Tumornachsorge spielt
somit die Entwicklung neuer und sensitiver Biomarker, anhand derer sich ein Harnbla-
senkarzinom schon in frühen Stadien auf nicht invasivem Wege (Blut/Urin) erkennen
ließe, eine wichtige Rolle. Auch für die Therapieplanung hätten Biomarker, welche
Aufschluss über die Aggressivität bezüglich Invasivität, Rezidiv- und Metastasen-
bildung geben könnten, entscheidende Bedeutung. Potentielle Biomarker sind zwar
in einer Vielzahl von Studien beschrieben, diese sind aber häufig inkonsistent und
teilweise widersprüchlich [Goebell et al., 2008]. Einige Marker weisen inzwischen eine
bessere Sensitivität auf als die Urinzytologie [Hong and Loughlin, 2008], können
aber die Zystoskopie im klinischen Alltag noch nicht ersetzen [vom Dorp et al.,
2007].
In den letzten Jahren sind vor allem proteomische Ansätze der Tumormarkerforschung
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in den Vordergrund gerückt [Srinivas et al., 2001]. Die Methode des MALDI imaging
hat in der proteomischen Analyse von Gewebe eine wichtige Rolle übernommen und
konnte bis jetzt sehr erfolgreich an Gefrierschnitten durchgeführt werden [Chaurand
et al., 2006]. Hinsichtlich des Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Gewebes
(FFPE) ging man bisher davon aus, dass dieses, aufgrund der Eigenschaft des
Formalins Proteine querzuvernetzen, für proteomische Analysen nicht zugänglich sei
[Hood et al., 2005]. Allerdings steht der proteomischen Forschung Gefriergewebe in
weitaus geringerem Maße zu Verfügung als FFPE Gewebe, da dieses die Grundlage
für die Diagnostik in der überwiegenden Mehrzahl aller pathologischen Institute
weltweit bildet [Hood et al., 2006]. Dies spielt vor allem bei seltenen Erkrankungen
eine große Rolle. Es würde also einen bedeutenden Fortschritt auf dem Wege zur
Entdeckung und Validierung neuer Biomarker und somit der besseren Früherkennung
und Therapieplanung von Karzinomerkrankungen bedeuten, wenn FFPE Gewebe
der Proteomentschlüsselung mittels MALDI imaging zugänglich gemacht werden
könnte.
Diese Arbeit verfolgt somit zwei unterschiedliche Zielsetzungen. Zum einen soll
mit Hilfe von MALDI imaging anhand einer Fallzahl von 46 Harnblasenbiopsien
unterschiedlichen Tumorstadiums ein Vergleich dieser Tumorstadien untereinander
sowie zwischen den einzelnen Tumorstadien und normalem Urothel erfolgen. Ziel
dieses Vergleiches soll es sein, in den verschiedenen Tumorstadien unterschiedlich
exprimierte Proteine zu entdecken. Anhand dieser Proteine bzw. Proteinmuster soll
eine möglichst genaue Unterscheidung (hohe Sensitivität und Spezifität) zwischen
den verschiedenen Tumorstadien und im Vergleich zum Normalurothel ermöglicht
werden.
Außerdem soll in dieser Arbeit versucht werden, eine Methode der Antigendemas-
kierung zu entwickeln, welche die Methode des MALDI imaging an FFPE Gewebe
möglich macht. Insgesamt sollen sechs verschiedene Arten der Antigendemaskierung
angewendet werden und untereinander sowie mit dem Gefriergewebe des gleichen
Tumors verglichen werden.
KAPITEL 3
Materialien und Methoden
3.1 Materialgewinnung
Die für die Fallzahl verwendeten Harnblasenbiopsien stammen aus der in Kooperation
mit der Urologischen Klinik der RWTH Aachen angelegten Tumorbank des Institutes
für Pathologie. Die Probengewinnung und Lagerung erfolgt mit Einwilligung der
Patienten und mit Genehmigung der Ethikkommission der RWTH Aachen (# EK
122/04). Für diese Arbeit wurden Proben verwendet, die mittels transurethraler
Resektion entnommen wurden. Die Biopsien wurden unmittelbar nach der Entnahme
auf Nasseis in das Institut für Pathologie übersandt, in sogenanntes OCT-Polymer
(optimal cutting temperature; Tissue-Tek, Sakura, # 4583) im Kryostat (Microm
HM 560) bei -20 °C angefroren und bei -80°C aufbewahrt. Von jeder Biopsie wurde
ein Kryoschnitt angefertigt, mittels HE-Färbung gefärbt und von dem befundenden
Pathologen histologisch diagnostiziert. Hierbei wurde sowohl das TNM-Stadium als
auch das Tumorgrading (WHO Klassifikation 2002) bestimmt. Insgesamt wurden
für die Fallzahlstudie Biopsien von 46 Patienten ausgewertet, hierbei entsprachen 10
Proben normalem Harnblasengewebe, 10 Proben einem Carcinoma in situ, 8 Proben
pTaG1 Tumoren, 8 Proben pTaG2 Tumoren und 10 Proben Tumoren in invasiven
Stadien (pT1 und pT2). Für die Methodentestung wurde Gewebe eines papillär-
invasiven Harnblasentumors verwendet, welcher mittels Zystektomie entnommen
wurde. Anschließend wurden Teile des Tumors in Formalin fixiert und dann in Paraf-
finblöcke eingebettet. Zusätzlich zu jedem Paraffinblock wurden jeweils äquivalente
Teile des Tumors in flüssigem Stickstoff und anschließend bei -80° C eingefroren, um
später Paraffin- mit Kryoschnitten vergleichen zu können.
3.2 Herstellung der Schnitte
Die gefrorenen Biopsien wurden in einem Kryostaten (Mikrom HM 560) auf einer
Stahlplatte fixiert. Bei -15°C wurden mit Hilfe von OCT Polymer und einer Microtom-
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klinge 10 µm dicke Kryoschnitte angefertigt. Diese wurden auf elektrisch leitfähige
Objektträger (conductive glass slides, Bruker Daltonics, Germany, # 237001) über-
tragen. Die Schnitte wurden auf den Objektträgern fixiert, indem sie anschließend
für 30 sec in 70% Ethanol (HPLC grade) und für 15 sec in 96% Ethanol (HPLC
grade) geschwenkt wurden. Anschließend wurden die Schnitte luftgetrocknet und
maximal eine Woche bei -80 °C gelagert. Von dem in Paraffinblöcke eingelassenen pa-
pilllären Harnblasentumor wurden mit Hilfe eines Mikrotoms ca. 2 µm dicke Schnitte
angefertigt und ebenfalls auf elektrisch leitende Objektträger übertragen und bei
Raumtemperatur aufbewahrt.
3.3 Vorbehandlung der Biopsien
3.3.1 TissueTek Protokoll
Kurz vor Gebrauch wurden die Kryoschnitte aus dem Gefrierschrank (-80°C) ent-
nommen und aufgetaut. Es wurde versucht, das zum Schneiden verwendete OCT
Polymer mit Hilfe des folgenden Protokolls zu entfernen:
1. 30 sec. 70 % Ethanol (HPLC grade)
2. 30 sec. 90% Ethanol (HPLC grade) + 9% Eisessig + 1% deionisiertes Wasser
3. 30 sec. 70 % Ethanol (HPLC grade)
4. 30 sec. deionisiertes Wasser
5. 30 sec. 70 % Ethanol (HPLC grade)
6. 30 sec. 90 % Ethanol (HPLC grade)+ 9% Eisessig + 1% deionisiertes Wasser
3.4 Vorbehandlung des Paraffin eingebetteten/Formalin
fixierten Gewebes
3.4.1 Entparaffinierung
Die Paraffinschnitte wurden ca. 15 min bei 70°C inkubiert, um das Paraffin zu
schmelzen und ablaufen zu lassen. Anschließend wurden weitere Reste des Paraffins
in einer absteigenden Xylol- Alkohol- Reihe entfernt:
1. 2 x 10 min Xylol
2. 10 min 100% Ethanol (HPLC grade)
3. 5 min 100% Ethanol (HPLC grade)
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4. 5 min 96% Ethanol (HPLC grade)
5. 5 min 70% Ethanol (HPLC grade)
3.4.2 Antigendemaskierung
Dampfdrucktopf
Nach Entparaffinierung des Schnittes wurde der Objektträger in eine Plastikkü-
vette gestellt, welche mit einer Citratpufferlösung (pH 6) aufgefüllt wurde. Die
Citratpufferlösung wurde nach folgendem Protokoll erstellt:
• Stammlösung A: 21,01 g Zitronensäure (Merck # 1.002441000) ad 1000 ml
Aqua bidest.
• Stammlösung B: 29,41 g Natriumcitrat (Merck # 1.06448.1000) ad 1000 ml
Aqua bidest.
• 18 ml der Stammlösung A werden zusammen mit 82 ml der Stammlösung B
erneut auf 1000 ml verdünnt (Verdünnung 1:10).
Anschließend wird der Puffer mit Hilfe von Natronlauge auf einen pH von 6 eingestellt.
In den Dampfdrucktopf wurde soviel Wasser gefüllt, bis der Boden bedeckt war,
dann die Küvette mit dem Objektträger hineingestellt und für ca. 15 min gekocht.
Nach dem Abkühlen wurde der Schnitt mit Aqua bidest abgespült, um Reste des
Citratpuffers zu entfernen.
Mikrowelle
Der entparaffinierte Schnitt wurde in eine mit Citratpuffer pH 6 (siehe 3.4.2) gefüllte
Plastikküvette platziert. Die Plastikküvette wurde neben drei weiteren nur mit Wasser
gefüllten Plastikküvetten in einer Mikrowelle bei 600 Watt 30 min lang erhitzt. Es
wurde darauf geachtet, dass der Schnitt aufgrund der starken Verdunstung nicht
austrocknete, so dass nach spätestens 15 min die Küvette mit dem Objektträger mit
Aqua dest. erneut bis zum Rand aufgefüllt werden mußte. Der Objektträger wurde
nach dem Abkühlen mit Aqua dest. abgespült.
Proteinase K
Nach der Entparaffinierung wurde der Schnitt vollständig mit ca. 250 µl Proteinase
K (gebrauchsfertige Lösung, Dako# S 3020) bedeckt und 6 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschließend wurde der Objektträger mit Aqua bidest. abgespült, um die
Reaktion zu stoppen.
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Trypsin
Zunächst wurde eine 0,1%ige Trypsinlösung nach folgendem Protokoll erstellt:
• Tris Puffer: 8 g NaCl und 0,6 g Tris wurden mit 1000 ml Aqua dest. verdünnt.
• Anschließend wurden zu 10 ml dieses Tris-Puffers 10 mg Trypsin und 10 mg
CaCl2 hinzugegeben
Von dieser Trypsinlösung wurden 300 µl auf den entparaffinierten Schnitt verteilt
und 8 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt, indem
der Objektträger mit Aqua dest. abgespült wurde.
Antigen retrieval kit
Getestet wurde das Antigen retrieval kit (abcam , # 8212). Dieses wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden 2 ml der Verdünnungslösung
in ein Reagenzglas pipettiert und 6 Tropfen des Enzymkonzentrats mit einer Ein-
malpipette hinzugegeben und gemischt. Nach Entparaffinierung wurde diese Lösung
anschließend auf den Schnitt verteilt, so dass dieser vollständig bedeckt war. Nach
15 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der Objektträger zunächst mit
PBS Puffer, dann mit Aqua dest. gewaschen.
Xylol
Nach dem ersten Schritt der Entparaffinierung wurde der Objektträger in einem
mit Xylol gefülltem 80 ml Schottglas platziert. Dieses wurde für 24 Stunden bei
50°C inkubiert. Anschließend wurden durch eine absteigende Alkoholreihe Reste des
Paraffins entfernt (siehe 3.4.1):
1. 10 min 100% Ethanol (HPLC grade)
2. 5 min 100% Ethanol (HPLC grade)
3. 5 min 96% Ethanol (HPLC grade)
4. 5 min 70% Ethanol (HPLC grade)
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3.5 MALDI imaging
Alle Messungen wurden an einem Matrix-assisted laser desorption ionization - time
of flight - Massenspektrometer (MALDI-TOF-MS) (Reflex IV, Bruker Daltonics)
mit Hilfe der FlexImaging 2.0 Software (Bruker Daltonics) durchgeführt. Sowohl
die Biopsien als auch die Paraffinschnitte wurden nach der jeweilig entsprechenden
Vorbehandlung für einige Minuten trocknen gelassen. Danach wurden um den jewei-
ligen Schnitt herum auf dem Objektträger Markierungen platziert und anschließend
ein Photo mit einem low magnification microscope gemacht. Als Matrix wurde Si-
napinsäure (sinapinic acid (SPA) Bruker Daltonics, # 203073) verwendet. 180 mg
Sinapinsäure wurden mit 5 ml LC-MS Wasser, 5 ml Acetonitril und 10 µl Trifluores-
sigsäure (TFA) in ein lichtdicht verpacktes 15 ml Reaktionsgefäß gegeben und zur
vollständigen Lösung der Matrix 15 min lang geschüttelt. Anschließend wurde die
Matrix mit Hilfe eines TLC- Sprayers (Thin Layer Chromatography spraying device,
Sigma) aus einer Entfernung von ca. 30 cm gleichmäßig auf die Objektträger gesprüht.
Es wurde jeweils nur eine geringe Menge der Matrix aufgesprüht und der Schnitt
dann kurz trocknen gelassen um zu verhindern, dass die Oberfläche des Schnittes zu
nass wird und dadurch eventuell die räumliche Auflösung des Schnittes verschwimmt.
Insgesamt wurden 10 ml Matrix aufgetragen.
Der Objektträger wurde in einen Stahlträger (slide adapter, Bruker Daltonics) einge-
spannt und die genaue Position des Schnittes anhand des Photos und der Markierun-
gen neben dem Schnitt eingegeben. Über die markierte Fläche des Schnittes wurde
ein Leseraster gelegt, wobei ein Abstand von 200 µm zwischen zwei Spots gewählt
wurde. Auf jeden Messpunkt wurden von einem UV Laser 20 Laserschüsse mit einer
Laserintensität von 47% abgegeben. Die genauen Parameter des Messprotokolles lau-
teten: Ionenquelle 1: 20,00 kV; Ionenquelle 2: 17,70 kV; Linse 9.80; linear mode; pulsed
ion extraction 200 ns; matrix supression bis zu 1.000 Da; mass range 1.000-20.000
Da; electronic gain 100 mV; sample rate 1,00 GS/s.
Die verwendete Matrix ist eine schwache organische Säure, welche sich durch ihre
Eigenschaft zu kristallisieren und ihre Fähigkeit, UV-Licht zu absorbieren, auszeichnet.
Durch das Besprühen des Schnittes wird das zu analysierende Gewebe mit der Matrix
ko-kristallisiert. Mittels Laserbeschuss werden an der jeweiligen Stelle aus dem
Gewebe Matrixmoleküle und darin eingebettete Proteine/Peptide herausgelöst und
protoniert ([M+H]+). Die ionisierten Moleküle werden durch eine angelegte Spannung
von bis zu 20,00 kV entlang der Flugröhre im Hochvakuum beschleunigt. Gemessen
wird die Flugzeit der Moleküle, welche von einem Flugzeitdetektor (TOF) erfasst
wird. Die Flugzeit hängt von der Masse und der Ladung der Moleküle ab. Da
beim MALDI Verfahren in der Regel aber nur einfach positiv geladene Peptid- und
Proteinionen entstehen, lässt sich anhand der Flugzeit auf die jeweilige Masse der
Moleküle schließen. Die detektierten Ionensignale werden für den jeweiligen Messpunkt
über die 20 Laserschüsse gemittelt, so dass pro Messpunk ein Massenspektrum
entsteht. Die resultierenden Massenspektren enthalten in der Regel zwischen 300
und 1000 Signale innerhalb eines Masse-Ladungsverhältnisses (m/z) von 1000 bis
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200 000. Die meisten Signale bewegen sich allerdings in einem m/z Bereich unter
30000.
Mit Hilfe der FlexImaging Software kann nun aus dieser Vielzahl von Massenspektren
ein zweidimensionales Bild erzeugt werden. Dies geschieht, indem für ein spezifisches
Molekulargewicht eine Integration der Signalintensitäten über den jeweiligen Mess-
punkten durchgeführt wird und somit ein detailliertes molekulares Bild entsteht.
Dieses kann Auskunft über die genaue anatomische und räumliche Position und
Intensitätsstärke des jeweiligen Proteins ( sog. mass images) geben. Werden die
für die einzelnen spezifischen Molekulargewichte erzeugten Bilder summiert darge-
stellt, erhält man einen Überblick über die genaue Proteinverteilung innerhalb des
Schnittes.
3.6 HE-Färbung
Um die Schnitte nach dem MALDI imaging auch histologisch beurteilen zu können,
wurde zunächst die Matrix wieder von den Objektträgern entfernt und die Schnitte
anschließend HE gefärbt. Somit kann verglichen werden, ob den Signalen im MALDI
imaging auch histologische Strukturen zugeordnet werden können. Um die Matrix
von den Objektträgern wieder zu entfernen, wurden diese für 15 min in 100%
Aceton und anschließend in 100% Methanol gewaschen und danach mit Aqua dest.
abgespült.
Für die HE-Färbung wurde folgendes Protokoll verwendet:
1. In Hämalaunlösung nach Mayer einlegen (10 min)
2. Kurz in Wasser spülen
3. In Wasser und Kalziumcarbonat bläuen (5–10 min)
4. In Eosin einlegen (45 sec)
5. Kurz in Wasser spülen
6. Waschen in 70% Ethanol, kurz
7. Waschen in 95% Ethanol, kurz
8. Waschen in 100% Ethanol 5–10 min
9. Waschen in Xylol 10 min
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Die Auswertung der Daten wurde mit Hilfe der ClinProTools 2.0 Software (Bruker
Daltonics) durchgeführt. Zunächst wurden für jeden analysierten Schnitt mit Hilfe
von FlexImaging regions of interest (ROIs) mit einer Größe von ca. 30 Messpunkten
ausgewählt. Diese wurden so positioniert, dass eine Region ausschließlich Urothel-
gewebe enthielt, während eine zweite Region sowohl Urothel als auch angrenzendes
Binde- bzw. Muskelgewebe einschloss. Anschließend wurden alle ROIs nach Tumor-
stadium bzw. Normalurothel und Gewebeentität (Urothel/Urothel mit angrenzendem
Stroma) gruppiert. Jeweils zwei Gruppen im Vergleich wurden mit Hilfe der ClinPro-
Tools Software statistisch ausgewertet, um zu ermitteln, ob diese sich anhand ihrer
Massenspektren signifikant voneinander unterscheiden lassen. Verglichen wurden für
beide Entitäten die verschieden Tumorstadien untereinander bzw. mit Normalurothel.
Einen Überblick gibt Tabelle 3.1.
Tabelle 3.1: Vergleich der unterschiedlichen Tumorstadien untereinander bzw. mit
Normalurothel.
Urothel rein & Urothel mit Stroma
Klasse 1 Klasse 2
normal pTis
normal pTaG1
normal pTaG2
normal invasiv
pTis pTaG1
pTaG1 pTaG2
pTaG2 invasiv
pTis invasiv
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines fünfdimensionalen genetischen
Algorithmus (GA), eines support-vector-machine Algorithmus (SVM) und eines quick
classifiers (QC). Der genetische Algorithmus ist ein stochastischer Suchalgorith-
mus, welcher sich am biologischen Evolutionsmodell orientiert. Für eine Anzahl von
erzeugten Lösungskandidaten (in diesem Falle Peakkombinationen) wird anhand
einer Zielfunktion (auch Fitnessfunktion genannt) ein Wert bestimmt. Diese Peak-
kombinationen werden mit einer Wahrscheinlichkeit, welche mit dem Wert ihrer
Zielfunktion korreliert, ausgewählt (Selektion). Anschließend werden sie solange
miteinander gemischt (Rekombination) und verändert (Mutation), bis die jeweilige
Peakkombination als Lösung definiert wird, anhand welcher am besten zwischen zwei
Klassen unterschieden werden kann. Neben dem von der Software erzeugten GA
wurde zusätzlich durch manuelles Auswerten der Spektren und manuelles Auswählen
der Peaks ein sogenannter „eigener GA“ erzeugt. Die support vector machine ist ein
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mathematisches Verfahren der Mustererkennung. Dieses unterteilt eine Menge von
Objekten, welche als Vektoren in einem Vektorraum repräsentiert werden, mit Hilfe
einer Hyperebene, welche in diesen Raum eingefügt wird, in zwei Klassen. Hierbei soll
ein möglichst breiter Bereich um die Klassengrenze herum frei bleiben. Beim quick
classifier Algorithmus handelt es sich um einen univarianten Sortieralgorithmus,
welcher einzelne Peaks statistisch auswertet. Anhand der so generierten Modelle
können nun in ClinProTools geladene Spektren einzelner Biopsien bzw. einzelner
regions of interest je nach Entität z.B. in normal/invasiv klassifiziert werden. Spek-
tren, welche weder der einen noch der anderen Klasse zugeordnet werden können,
werden als unklassifizierbar definiert. Diese Daten können anschließend wieder in
FlexImaging importiert werden und ein klassifiziertes Bild, ein sogenanntes class
image, des jeweiligen Schnittes erzeugt werden. Des Weiteren können dann mit
Hilfe der FlexImaging Software sogenannte mass images erstellt werden. Hierbei
wird einem zuvor ausgewählten Peak innerhalb eines Summenspektrums eine Farbe
zugeordnet. So wird jeder Punkt im Präparat, in dessen Summenspekrum der Peak
vorhanden ist, farbig markiert und somit die genaue Verteilung dieses einen Proteins
im Präparat dargestellt.
KAPITEL 4
Ergebnisse
4.1 Harnblasenbiopsien
Es wurden insgesamt 46 Gefrierschnitte von Harnblasenbiopsien verwendet, die im
Rahmen einer TUR gewonnen wurden. Dabei wurden 10 Proben mit Normalurothel,
8 Proben mit nach alter WHO-Klassifikation low grade differenzierten papillären
Tumoren (pTa, G1), 8 Proben mit nach alter WHO-Klassifikation mittelgradig diffe-
renzierten papillären Tumoren (pTa, G2), 10 Proben mit Carcinomata in situ (pTis)
und 10 Proben mit invasivem Urothelkarzinom (pT1+2) untereinander verglichen.
Nach neuer WHO-Klassifikation und histologischem Bild lassen sich die untersuchten
papillären Tumore (pTaG1, pTaG2) der Gruppe der low grade Tumore zuordnen. Un-
terschieden wurde zwischen Anteilen, welche ausschließlich Urothelgewebe enthielten,
sowie Anteilen, welche Urothel mit angrenzendem Stromagewebe enthielten. Die jewei-
ligen Spektren wurden für die Auswertung in die ClinProTools 2.0 Software (Bruker
Daltonics) importiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse für die Sensitivität und
Spezifität der einzelnen Modelle (GA, SVM, QC, „Eigener GA“) sowie die Anzahl der
jeweils verwendeten Peaks sowohl für reines Urothelgewebe als auch für Urothel mit
angrenzendem Stromagewebe tabellarisch dargestellt. Exemplarisch werden einige
Summenspektren gezeigt, die Peaks welche für die Berechnung des „Eigenen GA“
herangezogen wurden, werden hierbei markiert dargestellt.
4.1.1 Normalurothel versus alle Tumore
Hierbei wurden alle Tumore zusammen als eine Klasse definiert und mit den Nor-
malurothelproben verglichen. Für reines Urothelgewebe konnten anhand der Sum-
menspektren mit der Software 118 Peaks detektiert werden. Unter Verwendung der
verschiedenen Algorithmen, basierend auf 1–23 Peaks, konnten Werte für die Sensiti-
vität von bis zu 98% und für die Spezifität von bis zu 100% erreicht werden. Analog
konnten für die ROIs, welche Urothel mit angrenzendem Stromagewebe enthielten,
basierend auf 5–24 Peaks Werte für die Sensitivität von bis zu 97% und für die
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Spezifität von bis zu 89,39% erreicht werden. Eine Übersicht geben Tabelle 4.1 und
Tabelle 4.2.
Tabelle 4.1: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die verschie-
denen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Normalurothel und
allen Tumoren; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 97,32 14,49 1
SVM 97,32 44,88 23
QC 48,26 100 1
Eigener GA 95,01 51,94 6
Tabelle 4.2: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen Normalurothel und allen Tumoren; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode:
MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 58,79 66,23 5
SVM 97,14 29,63 11
QC 42,48 89,39 24
Eigener GA 95,1 20,23 5
Abbildung 4.1 zeigt die Summenspektren der verwendeten ROIs. Hierbei zeigt Ab-
bildung A die Summenspektren aller ROIs der Normalurothelproben verglichen
mit den ROIs aller Tumorpräparate. In Abbildung B werden im selben Massen-
bereich die Summenspektren aller ROIs der Tumorpräparate nochmals getrennt
nach ihrem T-Stadium dargestellt und mit den ROIs der Normalurothelproben
verglichen.
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Abbildung 4.1: A: Summenspektren aller ROIS der Tumorpräparate (rot) im Ver-
gleich zu allen ROIs der Normalurothelproben (grün); der Einschub zeigt einen
relevanten Bereich in höherer Vergrößerung. Die Pfeile markieren die 6 Peaks des
„eigenen GA“: 1, 3788 Da; 2, 4629 Da; 3, 4934 Da; 4, 4961 Da, 5, 7761 Da; 6, 10084
Da. B: Summenspektren aller ROIs der Normalurothelproben (grün) im Vergleich zu
den verschiedenen, nach ihrem T-Stadium getrennten Tumoren (rot: pT1+2, blau:
pTa, gelb: pTis); die Einschübe zeigen jeweils einen relevanten Bereich in höherer
Vergrößerung.
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4.1.2 Normalurothel versus low grade papilläre Tumore (pTa,
G1)
Bei der Differenzierung zwischen Normalgewebe und low grade papillären Tumoren
konnten für reines Urothelgewebe unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen
Werte für die Sensitivität von bis zu 95% und für die Spezifität von bis zu 100%
erzielt werden. Für Urothel mit angrenzendem Stromagewebe ergaben sich Werte für
die Sensitivität von bis zu 83%, für die Spezifität von bis zu 89%. Eine Übersicht
geben Tabelle 4.3 und Tabelle 4.4.
Tabelle 4.3: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die verschie-
denen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Normalurothel und low
grade papillären Tumoren; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 86,11 34,78 5
SVM 95,05 82,61 13
QC 59,7 100 5
Eigener GA 92,89 96,05 4
Tabelle 4.4: Urothel mit angrenzendem Stromagewebe: Sensitivität, Spezifität und
Anzahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzie-
rung zwischen Normalurothel und low grade papillären Tumoren; Ausgangsmaterial:
Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 69,74 68,66 5
SVM 82,78 85,31 7
QC 83,5 88,62 20
Eigener GA 73,08 78,84 6
Abbildung 4.2 zeigt die Summenspektren der verwendeten ROIs sowie die Peaks, wel-
che für die Berechnung des „eigenen GA“ herangezogen wurden.
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Abbildung 4.2: Summenspektren aller ROIs der low grade papillären Tumore (pTa,
G1, rot) im Vergleich zu denen der Normalurothelproben (normal, grün). Die Pfeile
markieren die Peaks, welche für den „eigenen GA“ herangezogen wurden: 1, 2479 Da;
2, 3788 Da; 3, 4745 Da; 4, 4961 Da.
4.1.3 Normalurothel versus mittelgradig differenzierte papilläre Tumore
(pTa, G2)
Für reines Urothelgewebe konnten unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen
Werte für die Sensitivität von bis zu 85% und für die Spezifität von bis zu 89% erreicht
werden. Für Urothelgewebe mit angrenzendem Stromagewebe konnten analog Werte
für die Sensitivität von bis zu 70% und für die Spezifität von bis zu 88% erzielt
werden. Eine Übersicht geben Tabelle 4.5 und Tabelle 4.6..
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Tabelle 4.5: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die verschie-
denen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Normalurothel und
mittelgradig differenzierten papillären Tumoren; Ausgangsmaterial: Gewebe; Metho-
de: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 71,61 52,7 5
SVM 80,73 78,72 5
QC 69,01 83,11 22
Eigener GA 85,42 89,86 5
Tabelle 4.6: Urothel mit angrenzendem Stromagewebe: Sensitivität, Spezifität und
Anzahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzie-
rung zwischen Normalurothel und mittelgradig differenzierten papillären Tumoren;
Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 55,16 68,23 5
SVM 70,28 88,69 18
QC 38,48 79,67 6
Eigener GA 63,19 68,21 4
Abbildung 4.3 zeigt die Summenspektren der verwendeten ROIs sowie die Peaks, wel-
che für die Berechnung des „eigenen GA“ herangezogen wurden.
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Abbildung 4.3: Summenspektren aller ROIs der mittelgradig differenzierten pa-
pillären Tumoren (pTa, G2, rot) im Vergleich zu denen der Normalurothelproben
(normal, grün). Die Pfeile markieren die Peaks, welche für den „eigenen GA“ herange-
zogen wurden: 1, 3473 Da; 2, 3788 Da 3, 6888 Da; 4, 10830 Da; 5, 11179 Da.
4.1.4 Normalurothel versus Carcinoma in situ (pTis)
Für reines Urothelgewebe konnten unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen
Werte für die Sensitivität von bis zu 83% und für die Spezifität von bis zu 83% erreicht
werden. Für Urothelgewebe mit angrenzendem Stromagewebe konnten analog Werte
für die Sensitivität von bis zu 86% und für die Spezifität von bis zu 68% erzielt
werden. Eine Übersicht geben Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8.
Tabelle 4.7: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die verschie-
denen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Normalurothel und
Carcinoma in situ; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 66,2 57,88 5
SVM 82,4 83,9 25
QC 67,6 78,77 1
Eigener GA 83,24 66,1 6
32 4 Ergebnisse
Tabelle 4.8: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und Anzahl
der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwi-
schen Normalurothel und Carcinoma in situ; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode:
MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 76,27 37,32 5
SVM 84,18 66,25 17
QC 52,22 68,34 1
Eigener GA 86,45 43,67 5
4.1.5 Normalurothel versus invasive Tumore (pT1+2)
Unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen konnten für reines Urothelgewebe
Werte für die Sensitivität von bis zu 93% und für die Spezifität von bis zu 100%
erreicht werden, für Urothel mit angrenzendem Stroma ergaben sich Werte für die
Sensitivität von bis zu 92% und für die Spezifität von bis zu 77%. Eine Übersicht
geben Tabelle 4.9 und Tabelle 4.10.
Tabelle 4.9: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die verschie-
denen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Normalurothel und
invasivem Urothelkarzinom; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 85,96 44,28 5
SVM 91,4 90,87 23
QC 54,76 100 1
Eigener GA 92,83 90,11 6
Tabelle 4.10: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen Normalurothel und invasivem Urothelkarzinom; Ausgangsmaterial: Gewebe;
Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität [%] Spezifität [%] Anzahl der Peaks
GA 88,12 62,39 5
SVM 92,32 73,39 25
QC 79,47 77,37 2
Eigener GA 85,79 74,47 6
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Abbildung 4.4 zeigt die Summenspektren der verwendeten ROIs sowie die Peaks, wel-
che für die Berechnung des „eigenen GA“ herangezogen wurden.
Abbildung 4.4: Summenspektren aller ROIs der invasiven Tumore (pT1+2, rot) im
Vergleich zu denen der Normalurothelproben (normal, grün). Die Einschübe zeigen
jeweils einen relevanten Bereich in höherer Vergrößerung. Die Pfeile markieren die
Peaks, welche für den „eigenen GA“ herangezogen wurden: 1, 3107 Da; 2, 3503 Da; 3,
3788 Da; 4, 4935 Da; 5, 4961 Da; 6, 7559 Da.
4.1.6 low grade papilläre Tumore (pTa, G1) versus Carcinomata in situ
(pTis)
Bei der Differenzierung zwischen low grade papillären Tumoren und Carcinoma
in situ konnten bezüglich des reinen Urothelgewebes unter Verwendung der ver-
schiedenen Algorithmen Werte für die Sensitivität von bis zu 95% und für die
Spezifität von bis zu 88% erreicht werden. Bezüglich des Urothels mit angrenzen-
dem Stromagewebe konnten Werte für die Sensitivität von bis zu 79% und für die
Spezifität von bis zu 91% erzielt werden. Eine Übersicht geben Tabelle 4.11 und
Tabelle 4.12.
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Tabelle 4.11: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die ver-
schiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen low grade pa-
pillären Tumoren und Carcinomata in situ; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode:
MALDI imaging.
Modell Sensitivität pTa, G1 [%] Spezifität pTis [%] Anzahl der Peaks
GA 87,32 64,67 5
SVM 94,83 86,75 24
QC 78,27 88,01 4
Eigener GA 92,88 83,28 6
Tabelle 4.12: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen low grade papillären Tumoren und Carcinomata in situ; Ausgangsmaterial:
Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität pTa, G1 [%] Spezifität pTis [%] Anzahl der Peaks
GA 55,95 77,19 5
SVM 79,07 91,25 18
QC 72,25 71,39 18
Eigener GA 68,28 83,45 5
4.1.7 low grade papilläre Tumore (pTa, G1) versus mittelgradig
differenzierte papilläre Tumore (pTa, G2)
Für reines Urothelgewebe konnten unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen
Werte für die Sensitivität von bis zu 77% und für die Spezifität von bis zu 86% erreicht
werden. Bezüglich des Urothels mit angrenzendem Stromagewebe konnten Werte für
die Sensitivität von bis zu 88,69% und für die Spezifität von bis zu 78,79% erzielt
werden. Eine Übersicht geben Tabelle 4.13 und Tabelle 4.14.
Tabelle 4.13: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die ver-
schiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen low grade papillä-
ren Tumoren (pTa, G1) und mittelgradig differenzierten papillären Tumoren (pTa,
G2); Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität pTa, G1 [%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 60 73,42 5
SVM 77,24 86,58 22
QC 76,55 65,94 8
Eigener GA 65,52 79,1 6
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Tabelle 4.14: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen low grade papillären Tumoren (pTa, G1) und mittelgradig differenzier-
ten papillären Tumoren (pTa, G2); Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI
imaging.
Modell Sensitivität pTa, G1 [%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 57,84 71,84 5
SVM 62,21 78,79 8
QC 88,69 50,53 10
Eigener GA 69,41 70,23 5
4.1.8 Mittelgradig differenzierte papilläre Tumore (pTa, G2) versus invasive
Tumore (pT1+2)
Für das reine Urothelgewebe konnten unter Verwendung der verschiedenen Algorith-
men Werte für die Sensitivität von bis zu 94% und für die Spezifität von bis zu 85%
erreicht werden. Für Urothel mit angrenzendem Stromagewebe konnten Werte für
die Sensitivität von bis zu 93% und für die Spezifität von bis zu 62% erzielt werden.
Eine Übersicht geben Tabelle 4.15 und Tabelle 4.16.
Tabelle 4.15: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die ver-
schiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen mittelgradig diffe-
renzierten papillären Tumoren und invasiven Tumoren; Ausgangsmaterial: Gewebe;
Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität invasiv [%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 78,57 47,06 5
SVM 94,36 82,13 18
QC 67,04 83,03 7
Eigener GA 85,8 85,1 7
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Tabelle 4.16: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen mittelgradig differenzierten papillären Tumoren und invasiven Tumoren;
Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität invasiv [%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 82,61 46,38 5
SVM 93,95 61,35 24
QC 76,67 61,62 2
Eigener GA 80,99 58,94 5
4.1.9 Carcinomata in situ (pTis) versus invasive Tumore
(pT1+2)
Unter Verwendung der verschiedenen Algorithmen konnten für reines Urothelgewebe
Werte für die Sensitivität von bis zu 93% und für die Spezifität von bis zu 89%
erzielt werden. Für Urothel mit angrenzendem Stromagewebe konnten Werte für die
Sensitivität von bis zu 91% und für die Spezifität von bis zu 80% erreicht werden.
Eine Übersicht geben Tabelle 4.17 und Tabelle 4.18.
Tabelle 4.17: Urothel: Sensitivität, Spezifität und Anzahl der Peaks für die ver-
schiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung zwischen Carcinoma in
situ und invasivem Urothelkarzinom; Ausgangsmaterial: Gewebe; Methode: MALDI
imaging.
Modell Sensitivität pT1+2 [%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 88,41 69,21 5
SVM 91,33 87,73 23
QC 81,41 80,94 6
Eigener GA 88,81 78,93 6
Tabelle 4.18: Urothel mit angrenzendem Stroma: Sensitivität, Spezifität und An-
zahl der Peaks für die verschiedenen Modelle im Vergleich bei der Differenzierung
zwischen Carcinoma in situ und invasivem Urothelkarzinom; Ausgangsmaterial: Ge-
webe; Methode: MALDI imaging.
Modell Sensitivität pT1+2[%] Spezifität pTa, G2 [%] Anzahl der Peaks
GA 76,49 70,33 5
SVM 88,64 78,89 25
QC 81,55 74,47 ??
Eigener GA 79,42 81,03 18
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4.1.10 Exemplarische class images
Basierend auf den von ClinProTools generierten Algorithmen und mit Hilfe der
FlexImaging Software konnten sogenannte class images der Präparate erzeugt werden.
Im Folgenden werden exemplarisch die class images jeweils eines repräsentativen
Schnittpräparates für jedes Tumorstadium gezeigt. Die Abbildung 4.5 zeigt in der
HE-Färbung erkennbar eine Biopsie mit normaler urothelialer Überkleidung (A),
multiple Biopsien mit einem low grade papillären Tumor (pTa, G1; B), eine Biopsie
mit einem Carcinoma in situ (pTis; E) und drei Biopsien mit Anteilen eines invasiven
Urothelkarzinoms (pT2; F), sowie jeweils eine Ausschnittsvergrößerung der relevanten
Bereiche. Dem zugeordnet sind die class images (C, D, G und H), wobei rote Pixel
für Karzinom, grüne für normales Gewebe und schwarze Pixel für Spektren stehen,
welche keiner der beiden Klassen zugeordnet werden konnten. Die HE-Bilder sowie
die class images entsprechen identischen Schnittpräparaten, da die HE-Färbung erst
nach der massenspektrometrischen Analyse erfolgte.
4.1.11 Exemplarische mass images
Mit Hilfe der FlexImaging Software konnten für die Präparate sogenannte mass
images erstellt werden. Hierfür wird einem Peak im Summenspektrum eine bestimmte
Farbe zugeordnet, anhand derer die Verteilung des entsprechenden Proteines im
Präparat dargestellt werden kann. In Abbildung 4.6 ist exemplarisch am Beispiel
eines papillären Tumors die Verteilung von vier verschiedenen Massen innerhalb
des Präparat gezeigt. Dabei erweist sich rot (9260 Da) als deckungsgleich mit dem
Urothel, blau (3286 Da) mit dem Stroma/ Bindegewebe, orange (3228 Da) mit der
Muskulatur und gelb (4962 Da) mit Entzündungszellen.
In Abbildung 4.7 werden anhand der Biopsie eines invasiven Urothelkarzinomes
einzelne Peaks dargestellt, anhand welcher sich in den Summenspektren zwischen
invasivem Urothelkarzinom und Normalurothel unterscheiden läßt. Peaks, welche
ausschließlich in invasivem Urothelkarzinom auftraten, werden durch rote Pixel
dargestellt, Peaks, welche charakteristisch für Normalurothel waren, werden durch
grüne Pixel dargestellt. Die mass images (B+D) zeigen, dass sich rot (3788 Da,
4934 Da, 4745 Da) als deckungsgleich mit tumorösen Bereichen im histologischen
Bild (A) als auch mit „krankem Gewebe“ im class image (C) des gleichen Schnittes
erweist. Grün (7557 Da, 15117 Da, 9260 Da) erweist sich als deckungsgleich mit
Normalurothel.
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Abbildung 4.5: Repräsentative HE-Bilder (A, B, E und F) sowie korrespondieren-
de class images (C, D, G und H). Biopsie mit normaler urothelialer Überkleidung
(A+C), multiple Biopsien mit einem low grade papillären Tumor (B+D), eine Bi-
opsie mit einem Carcinoma in situ (E+G) und drei Biopsien mit Anteilen eines
invasiven Urothelkarzinoms (F+H).
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Abbildung 4.6: A: HE-Übersichtsbild, in dem die verschiedenen Gewebeentitäten
markiert sind ( I: Urothel, II: Stroma, III: Muskulatur und kleine Kreise: Entzün-
dungszellen; B–D: mass images (Rot: 9260 Da, Urothel; blau: 3286 Da, Stroma;
orange: 3228 Da, Muskulatur und gelb: 4962 Da, Entzündungszellen). Der Balken
entspricht 2 mm.
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Abbildung 4.7: A: HE-Übersichtsbild, in dem die tumorösen Bereiche markiert
sind. B+D: mass images (Rot: 3788 Da, 4934 Da, 4745 Da; Grün: 7557 Da, 15117
Da, 9260 Da), C: class image (rot: krank, grün: gesund). Der Balken entspricht 2
mm.
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4.2 Formalin-fixiertes und paraffin-eingebettetes
Gewebe
Es wurden verschiedenen Strategien der Entparaffinierung und Antigendemaskie-
rung des Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebes in ihrer
Effizienz mit gefrorenem Gewebe desselben Tumors verglichen. Dabei wurden sechs
verschiedene Techniken auf Basis von Xylol, Trypsin, Proteinase K, Mikrowelle und
Dampfdrucktopf sowie das Antigen retrieval Kit angewendet. Abbildung 4.8 zeigt eine
exemplarische Gegenüberstellung der verschiedenen Methoden in dem Massenbereich
2–10 kDa.
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Abbildung 4.8: Vergleich des FFPE-Gewebes nach Behandlung mit den verschie-
denen Antigendemaskierungsmethoden mit Gefriergewebe. Gezeigt ist jeweils ein
repräsentativer Ausschnitt des Massenspektrums im Bereich von 2–10 kDa.
KAPITEL 5
Diskussion
5.1 Harnblasenbiopsien
Mit Hilfe von MALDI imaging und der ClinProTools Software sollten anhand von
46 Harnblasenbiopsien verschiedene Tumorstadien sowohl untereinander als auch
mit Normalurothel verglichen werden, um diese anhand von differentiell exprimier-
ten Peaks klassifizieren zu können. Im Vergleich aller regions of interest (ROIs)
der Tumorproben mit allen ROIs der Normalurothelproben konnten insgesamt 118
Peaks in einem Bereich zwischen 1–20 kDa detektiert werden. Hierbei konnte unter
Verwendung der von der Software generierten Algorithmen mit einer maximalen Sen-
sitivität von 98% und einer maximalen Spezifität von 100% zwischen Normalurothel
und Tumorgewebe unterschieden werden. Anhand der Summenspektren der nach
T-Stadium aufgetrennten Tumorproben im Vergleich mit dem Summenspektrum der
Normalurothelproben konnten im Überblick differente Peaks gezeigt werden, welche
charakteristischerweise nur in Normalurothel oder ausschließlich in einem bestimmten
Tumorstadium vorhanden waren. Andere Peaks waren im Normalurothel nicht vor-
handen aber in allen Tumorproben und nahmen an Intensität mit fortgeschrittenem
T-Stadium zu.
Dementsprechend konnten auch im einzelnen Vergleich der Normalurothelproben
mit den jeweils nach ihrem T-Stadium getrennten Tumorproben hohe Werte für
Sensitivität und Spezifität erzielt werden. Hierbei wurden die besten Werte beim
Vergleich der Normalurothelproben mit den low grade Tumoren erreicht (Sensitivität
100%, Spezifität 95%), die schlechtesten Werte beim Vergleich der Carcinomata in
situ mit dem Normalgewebe. Dies liegt vermutlich daran, das Carcinomata in situ
nur vereinzelte Tumorzellen enthalten, welche bei der Auswahl der ROIs nur schwer
von gesundem Urothelgewebe bzw. angrenzendem Stromagewebe zu trennen sind.
Der Vergleich der verschiedenen Tumorstadien untereinander ergab eine Sensitivität
von bis zu 95% und eine Spezifität von bis zu 89%. Der Vergleich der ROIs, welche
Urothel mit angrenzendem Stromagewebe enthielten, zeigte deutlich geringere Werte
bezüglich der Sensitivität und Spezifität als im Vergleich von reinem Urothelgewebe
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erzielt werden konnte. Auch dies lässt sich wie im Falle der Carcinomata in situ durch
die Inhomogenität des als eine Klasse zusammengefassten Gewebes erklären. Durch
Erzeugung von sogenannten class images mit Hilfe der FlexImaging Software, ließen
sich klassifizierte Bilder der jeweiligen Gefrierschnitte konstruieren, welche in der Lage
waren „gesunde“ bzw. „kranke“ Bereiche des Präparates farblich kodiert darzustellen.
Diese wiesen im Vergleich mit dem HE-Schnitt eine hohe Deckungsgleichheit mit dem
histologischen Bild auf. Durch rote Pixel konnten die Bereiche im Schnittpräparat
dargestellt werden, welche im histologischen Bild tumoröses Gewebe enthielten,
während grüne Pixel Normalgewebe repräsentieren. Spektren, welche keiner der
beiden Klassen zugeordnet werden konnten oder von unzureichender Qualität waren,
wurden durch schwarze Pixel ersetzt. Solche Spektren können zum einen durch
den Prozess der Matrixapplikation verursacht sein, zum anderen durch Reste des
OCT-Polymers, in welches die Schnitte eingebettet waren, und welches eventuell
nicht hinreichend entfernt wurde.
Anhand der ebenfalls mit Hilfe der FlexImaging Software erzeugten mass images
konnte die Lokalisaton einiger Proteine im Schnittpräparat dargestellt werden, welche
durch differente Peaks in den jeweiligen Summenspektren aufgefallen waren. Im
Vergleich zum histologischen Bild zeigte die Lokalisation dieser Proteine eine klare
Korrelation zu tumorösem bzw. gesundem Gewebe. Durch die gleichzeitige Darstellung
mehrerer Peaks, welche farblich normalem oder krankem Gewebe zugeordnet wurden,
ließen sich auf diese Weise ebenfalls klassifizierte Bilder des Schnittes darstellen.
Das mass image beruht auf der Darstellung einzelner Peaks, während dem class
image durch verschiedene Algorithmen erzeugte Peakkombinationen zu Grunde liegen.
Vergleicht man nun das mass image (Abbildung 4.7 D) mit dem entsprechenden class
image (Abbildung 4.7 C)desselben Schnittes, so wird deutlich, dass das class image
das histologische Bild in deutlich besserer Qualität wiederspiegelt. Erklärt werden
kann dies durch das Prinzip des sog. pattern profilings, welches auf der Grundlage
basiert, dass Peakkombinationen im Allgemeinen weniger anfällig anderen Faktoren
gegenüber sind und somit höhere Sensitivitäten und Spezifitäten im Vergleich zweier
Gruppen erzielen [Petricoin et al., 2002]. Somit führt in diesem Falle gerade die
Kombination aus mehreren Markern/Peaks zu einer zuverlässigeren Zuordnung und
somit höheren Deckungsgleichheit mit dem histologischen Bild.
In der Literatur ist bisher keine weitere Studie zum Thema MALDI imaging von
Harnblasentumoren beschrieben worden. Allerdings konnte die Methode des MALDI
imaging bereits an anderen Gewebeentitäten erfolgreich angewandt werden. So konnte
z.B. in einer Studie von Schwamborn et al. [2007] am Beispiel des Prostatakarzinoms
anhand von 22 Gefrierschnitten mit einer Sensitivität von 85,21% und 90,74%
zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe unterschieden werden. Darüber hinaus
konnten vier Proteine identifiziert werden, welche charakteristisch für normales bzw.
Tumorgewebe waren. Zudem existiert eine Anzahl von Studien, welche sich um
die Entdeckung von Biomarkern des Harnblasenkarzinoms mit Hilfe von anderen
proteomischen Verfahren bemüht.
Lange Zeit stellte die Immunhistochemie die meist genutzte Technik im Rahmen der
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Tumormarkerforschung dar. Der Grossteil der Tumormarker, welche sich heute in
klinischer Anwendung befinden, wurden daher mit Hilfe von immunhistochemischen
Verfahren untersucht [Brunner et al., 2008, Stein et al., 1998]. Einige Tests zur
Detektion von tumorassoziierten Antigenen in Urinproben sind bereits kommerziell
erhältlich (z.B. NMP22, BTA stat, BTA TRAK, Cytokeratin 20). Anhand dieser
Tests kann mit einer Sensitivität von 48%–94% und einer Spezifität von 61%–98%
anhand von Urinproben ein Harnblasenkarzinom detektiert werden [Konety, 2006](sie-
he auch 1.1.9). In Bezug auf immunhistochemische Methoden stellt vor allem die
mangelnde Standardisierung dieser Verfahren ein großes Problem dar. Dies liegt
unter anderem daran, dass es sich um ein komplexes mehrschrittiges Verfahren
handelt, welches eine Vielzahl von Labor zu Labor unterschiedlichen Antikörpern
und Reagenzien, Techniken und Interpretationsmöglichkeiten beinhaltet [Stein et al.,
1998]. Ein weiterer Nachteil der Immunhistochemie besteht darin, dass ausschließlich
einzelne Proteine, welche bereits unter Verdacht stehen eine Rolle in der Tumorgenese
zu spielen und zu denen es bereits Antikörper gibt, nachgewiesen werden können. In
einer Untersuchung können maximal zwei Proteine gleichzeitig detektiert werden. Der
Vorteil des MALDI imaging hingegen liegt gerade darin, dass zum einen eine Vielzahl
von Proteinen gleichzeitig und zum anderen auch bisher unbekannte Proteine detek-
tiert werden können. Diese können im Anschluss mittels Sequenzierung identifiziert
werden, eine Unterscheidung zwischen kranken und gesunden Proben ist aber schon
alleine anhand des Peakmusters möglich, das Muster selbst ist die Diagnose [Krieg
et al., 2002]. Im Vergleich mit den Werten für Sensitivität und Spezifität der oben
genannten Tests konnte mit Hilfe von MALDI imaging anhand von Gefrierschnitten
mit höherer Treffsicherheit zwischen Karzinom und Normalurothel unterschieden
werden.
Den immunhistochemischen Methoden stehen neuere proteomische Verfahren ge-
genüber, welche wie das MALDI imaging den Vorteil bieten, die Gesamtheit des
Proteoms eines untersuchten Bereiches darzustellen und tumormarkerverdächtige
Proteine mehr „zufällig“ zu detektieren [Schiffer et al., 2008]. So konnten in letzter
Zeit einige potentielle Tumormarker mittels zweidimensionaler (2D-) Gelelektro-
phorese als auch mittels der SELDI (surface enhanced laser desorption ionization)
Massenspektrometrie nachgewiesen werden [Langbein et al., 2006, Lee et al., 2005].
Mittels 2D-Gelelektrophorese konnten im Rahmen einer großen Studie vier Proteine
identifiziert werden, welche in Normalurothel und low grade Tumoren exprimiert
werden, nicht aber in high grade Tumoren. Insgesamt wurden 63 in Tumorstage und
-grade variierende Proteinprofile untereinander verglichen. Hierbei zeigte vor allem ein
Fettsäurebindungsprotein mit Homologie zur Adipozytenisoform (A-FABP) eine hohe
Expression in low grade Tumoren und einen deutlichen Rückgang in grade III und
IV Neoplasien sowie mit zunehmendem Tumorstadium innerhalb von grade III Tu-
moren. Auch Gluthation S-Transferase µ (GST µ) und Prostaglandin-Dehydrogenase
(PGDH) zeigten eine deutlich verminderte Expression in high grade Tumoren, Keratin
13 vor allem in grade IV Tumoren [Celis et al., 1996]. Im Rahmen dieser Studie
wurde zur Klassifikation des Tumorgradings anstelle der WHO-Klassifikation die
UICC- (Union Internationale Contre Le Cancer) Klassifikation verwendet. Auch
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Iwaki et al. [2004] konnten mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese aus Gewebeproben der
Harnblase drei potentielle Tumormarker identifizieren (Calretikulin, γ-Synuclein und
Catechol-O-Methyltransferase). Diese konnten anschließend mittels Western Blot im
Urin nachgewiesen werden. So gelang durch Detektion dieser Markerkombination
anhand von 112 Harnblasenkarzinomen und 230 Kontrollen mit einer Sensitivität
von 76% und einer Spezifität von 77,4% eine Unterscheidung zwischen Karzinom und
Kontrolle. Die alleinige Detektion des Calretikulins im Urin lieferte nur eine Sensitivi-
tät von 71.4% und eine Spezifität von 77,8% [Kageyama et al., 2004], was wiederum
den Vorteil von Markerkombinationen unterstreicht. Die 2D-Gelelektophorese stellt
auch heute noch gewissermaßen die Basis der Proteomforschung dar [Schiffer et al.,
2008]. Während allerdings im MALDI imaging Proteine innerhalb eines Massenberei-
ches von 1–30 kDa detektiert werden können, ist mittels 2D-Gelelektrophorese der
Nachweis von Proteinen, welche kleiner als 10 kDa sind, nicht möglich. Auch die
unzureichende Löslichkeit von hydrophoben Proteinen stellt ein gewisses Problem dar.
Da für eine herkömmliche 2D-Gelelektrophorese eine Mindestmenge von ca. 50.000
Einzelzellen notwendig ist [Celis and Gromov, 2003], sind große Mengen an Gewebe
erforderlich, vor allem wenn aufgrund einer bestehenden Gewebeinhomogenität eine
vorherige Mikrodissektion erforderlich ist [Lee et al., 2005]. Für diese Problematik
bietet die 2D-DIGE (differential in gel electrophoresis) einen Lösungsansatz. Hier
werden Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert (Cy 3 und Cy 5), somit können
bereits kleine Mengen an Proteinen sichtbar gemacht werden [Sitek et al., 2005].
Orenes-Piñero et al. [2007] konnten mit Hilfe dieser Methode bestätigen, dass die
Überexpression von Reg-1 sowie Keratin 10 mit Tumorstadium sowie Progressions-
rate und Überlebensrate korreliert. Auch bei dieser Methode bleibt allerdings das
Problem bestehen, dass die zu untersuchenden Zellen lysiert werden müssen und
somit keine Aussage über die Lokalisation der detektierten Proteine getroffen werden
kann.
Auch die Methode der SELDI-TOF-MS, welche als eine der neuesten Techniken im
Rahmen der Tumormarkerforschung eine zunehmend wichtige Rolle einnimmt, stellt
in Bezug auf die benötigten Gewebemengen und die mangelnde örtliche Korrelati-
on der detektierten Proteine noch keinen Lösungsansatz dar. Allerdings bietet sie
im Vergleich zur MALDI-TOF-MS den Vorteil, dass die in der Probe enthaltene
Proteinmenge vorfraktioniert wird und somit Peaks sichtbar werden, welche im
MALDI eventuell verdeckt werden, weil sie in zu enger Nachbarschaft zu größeren
Peaks auftreten. Mit Hilfe von SELDI-TOF-MS konnten in einer Studie anhand von
Harnblasenbiopsien drei für invasive Harnblasenkarzinome spezifische Peaks entdeckt
werden, es wurden allerdings nur invasive Harnblasenbiopsien gegenüber Normaluro-
thel verglichen (n=12). In 75% der invasiven Proben konnte eine Überexpression
eines 5,75 kDa Proteines und in 83% der invasiven Proben die Überexpression eines
6,89 kDa Proteines festgestellt werden. Des Weiteren konnte ein Protein identifiziert
werden, welches in 50% der invasiven Proben stark hochreguliert war, hierbei handelt
es sich um ein kalziumbindendes Protein (S100A8) welches eine Masse von 10,8
kDa besitzt [Tolson et al., 2006]. Im Rahmen dieser Arbeit konnten im Vergleich
zwischen Normalurothel mit invasivem Urothel zwei Proteine mit sehr ähnlichen
5.1 Harnblasenbiopsien 47
Massenbereichen detektiert werden (5,648 kDa; 10,882 kDa). Diese gingen mit hoher
Gewichtung (0,52; 0,57) in den SVM-Algorithmus ein, anhand dessen mit einer
Sensitivität von 91,4% und einer Spezifität von 90,87% zwischen invasivem und
normalem Urothel unterschieden werden konnte. Ein Protein mit der molekularen
Masse von 6,975 kDa konnte im Vergleich von invasivem Urothel mit Carcinomata
in situ detektiert werden. In einer Studie von Langbein et al. [2006] konnten im
Vergleich von pTaG2 Tumoren mit invasiven Tumoren in sechs von sieben Proben
zwei Peaks detektiert werden (6,7 und 10,1 kDa), welche bei den pTaG2 Tumoren
deutlich ausgeprägter waren, während bei den invasiven Proben ein Peak bei 9,5 kDa
auffiel. Auch im Rahmen dieser Arbeit waren sowohl der Peak bei 6,7 als auch bei
10,1 kDa beim manuellen Auswerten der Summenspektren der pTaG2 Tumoren im
Vergleich mit dem Normalurothel aufgefallen und zur Berechnung des „eigenen GAs“
herangezogen worden. Anhand dieses Algorithmus konnte mit einer Sensitivität von
85,42% und einer Spezifität von 89,86% zwischen beiden Gruppen unterschieden
werden. Im Vergleich pTaG2 versus invasiv ging allerdings keiner dieser Peaks in
die Berechnung ein. Geringe Unterschiede in den Massenbereichen können durch die
Anwendung unterschiedlicher Methoden bedingt sein.
In vielen anderen Studien wurde die SELDI-TOF Technik genutzt, um Urinproben
auf Tumormarker hin zu analysieren. So haben z.B. Munro et al. [2006] Urinproben
von 227 Patienten auf differentiell exprimierte Peaks hin untersucht. 118 Urinproben
stammten von Patienten mit bekanntem Urothelkarzinom, 77 von gesunden Patienten
und 32 von Patienten mit benignen urothelialen Veränderungen. Anhand von 23
Peaks konnte in einer zweiten Kontrolluntersuchung mit einer Sensitivität von 78.3%
und einer Spezifität von 65.0% ein Urothelkarzinom anhand des Urin-screenings
vorausgesagt werden. Vlahou et al. [2001] konnten im Vergleich zwischen Urinproben
von Patienten mit Urothelkarzinomen mit Urinproben von Patienten mit benignen
urothelialen Veränderungen bzw. normalem Urothel (n=94) fünf potentielle Biomar-
ker identifizieren. Anhand dieser Marker bzw. Markerkombinationen konnte mit einer
Sensitivität von 43–87% und einer Spezifität von 66–86% zwischen Karzinom und
Kontrolle unterschieden werden. Ein Protein mit einer Masse von 3,4 kDa konnte als
Defensin identifiziert werden. Ein Protein mit einer Massenzahl von 3,473 kDa spielte
in dieser Arbeit eine Rolle bei der Berechnung des „eigenen GAs“ zur Unterscheidung
zwischen normalem Urothel und invasivem Urothelkarzinom. Mit Hilfe dieses „eige-
nen GAs“ konnte mit einer Sensitivität von 88,56% und einer Spezifität von 93,11%
unterschieden werden. Anhand der oben genannten Zahlen wird deutlich, dass mit
Hilfe von MALDI imaging im Rahmen dieser Arbeit im Allgemeinen höhere Werte
hinsichtlich der Sensitivität und Spezifität erzielt werden konnten, allerdings fehlt
wiederum der Nachweis einer Übertragbarkeit dieser Werte auf die Detektion im Urin.
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass sich die Methode des MALDI ima-
ging mit höherer Sensitivität und Spezifität als andere proteomische Verfahren dazu
eignet, Harnblasentumore anhand von Gefriergewebe zu klassifizieren. Informationen
über die räumliche Verteilung der Proteine bleiben erhalten, da die Analyse mittels
MALDI imaging direkt von intakten Gewebeschnitten erfolgen kann und das zu
untersuchende Gewebe nicht zunächt in Lösung gebracht werden muss. Die massen-
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spektrometrisch erzeugten Daten können mit den histopathologischen Eigenschaften
desselben Schnittes korreliert werden und es können mehrere Gewebeentitäten gleich-
zeitig untersucht werden. Somit kann die bei bestehender Gewebeinhomogenität
für andere proteomische Verfahren benötigte sehr aufwendige Methode der Mikro-
dissektion umgangen werden. Während sowohl für die 2D-Gelelektrophorese eine
Mindestmenge von ca. 50.000 Einzelzellen als auch für die Erzeugung eines einzigen
Massenspektrums mittels SELDI-TOF-MS oder MALDI-TOF-MS je nach Protokoll
1.000–50.000 Einzelzellen nötig sind, werden mittels MALDI imaging einzelne intakte
Zellen analysiert [Celis and Gromov, 2003, Schwamborn et al., 2007]. Somit kommt
diese Methode mit geringsten Gewebemengen aus. Dies ist vor allem in Hinblick
auf bestimmte Tumorentitäten wie z.B. Carcinomata in situ, bei denen es nahezu
unmöglich ist die oben genannten Zellzahlen durch Mikrodissektion zu erreichen, von
enormer Bedeutung.
5.2 Formalin-fixiertes paraffin-eingebettetes
Gewebe
Mit Hilfe verschiedener Methoden der Antigendemaskierung sollte versucht werden,
FFPE-Gewebe der Analyse mittels MALDI imaging zugänglich zu machen. Die ver-
schiedenen Methoden der Antigendemaskierung sollten sowohl untereinander als auch
mit einem Gefrierschnitt desselben Tumors verglichen werden. Mit keiner der verwen-
deten Methoden der Antigendemaskierung (Trypsin, Mikrowelle, Dampfdruck, Xylol,
Proteinase K, Antigen retrieval kit) konnte jedoch ein zufriedenstellendes Ergebnis
erzielt werden. Verglichen mit dem Gefriergewebe des gleichen Tumors zeigten alle
FFPE-Gewebe trotz verschiedener Vorbehandlungsmethoden einen gleichermaßen
ausgeprägten Signalverlust im kompletten Massenbereich ab ca. 3000 Da. Die in klei-
neren Massenbereichen zu verzeichnenden Signale sind als durch Reste des Paraffins
verursachte Artefakte sowie als Matrixpeaks zu werten.
In jüngster Zeit wurden Studien veröffentlicht, die eine erfolgreiche massenspektrome-
trische Analyse von FFPE-Gewebe beschrieben. Insbesondere die Studie von Lemaire
et al. [2007] beschäftigt sich ebenfalls mit der Analyse von FFPE-Gewebe mittels
MALDI imaging. In dieser Studie konnte mit einem Matrixgemisch aus gleichen
Anteilen von 2,4-DPNH und HCCA eine erfolgreiche massenspektrometrische Analyse
durchgeführt werden, allerdings nur an FFPE-Gewebe, welches einer Fixationsperiode
von weniger als einem Jahr unterlag. Für Gewebe, welches länger als zwei Jahre in
Paraffin eingebettet und mit Formalin fixiert war, war eine Trypsinandauung des
Gewebes notwendig. Sowohl das Trypsin als auch anschließend die Matrix wurde
mit Hilfe eines Mikrospotters aufgetragen, als Matrix wurde HCCA benutzt. Die
Trypsinlösung wurde mehrfach aufgetragen, um die Abdauungszeit zu verlängern [Le-
maire et al., 2007]. Mit letzterer Methodik konnte auch eine Studie von Stauber et al.
[2008] mittels MALDI imaging das Vorkommen eines Proteines (CRMP2) im Corpus
callosum des Rattengehirns nachweisen, was in Verbindung mit der Entstehung von
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neurodegenerativen Erkrankungen zu stehen scheint. Hierbei wurde FFPE-Gewebe
benutzt, welches zuvor neun Jahre lang gelagert worden war, es wurde ebenfalls HC-
CA als Matrix benutzt, allerdings unter Zugabe von Anilin. Die neueste Studie, welche
sich mit MALDI imaging von FFPE Gewebe beschäftigt, beschreibt die erfolgreiche
Untersuchung von Hohlnadelbiopsien verschiedener Lungentumoren. In Form von
FFPE Tissue Microarrays (TMA) wurden 22 Plattenepithel- und 18 Adenokarzinom-
proben im Vergleich analysiert. Mit Hilfe von statistischen Klassifikationsmodellen
konnte zufriedenstellend zwischen Plattenepithel- und Adenokarzinombiopsien un-
terschieden werden. Nicht geprüft wurde allerdings, ob diese Modelle auch für die
Diagnose anhand von frischen Gefriergewebeschnitten ihre Gültigkeit bewahren.
Relevante Peptide konnten mittels MALDI MS/MS identifiziert werden. Als Matrix
wurde HCCA benutzt; auch in dieser Studie erfolgte nach Entparaffinierung und
Antigenretrieval eine tryptische Andauung des Schnittes. Die Trypsinlösung wurde
während einer Inkubationszeit von 2,5 Stunden alle fünf Minuten erneut mit einem
Mikrospotter aufgetragen. Bei allen der oben erwähnten Studien wurde diese Technik
der Trypsinauftragung mittels Mikrospotters durchgeführt. Diese Methode liefert im
Vergleich zur Versuchsdurchführung im Rahmen dieser Arbeit (3.4.2) den Vorteil,
dass zum einen erheblich längere Andauungszeiten des Schnittes erfolgen konnten,
zum anderen die örtliche Korrelation der trypsinierten Proteine bestehen bleibt. Bei
diesem Prozess der Trypsinierung werden durch Spaltung der Proteine typischerweise
hunderte von Peptiden in einem Masse-Ladungsverhältnis von m/z 500–3000 erzeugt.
Intakte Proteine, wie sie bei Gefriergewebeschnitten detektiert werden, können da-
her nicht mehr nachgewiesen werden. Allerdings kann anhand der Peptidsequenzen
über entsprechende Datenbanken auf das zugrunde liegende Protein rückgeschlossen
werden. Problematisch ist hierbei vielmehr, dass auf Grund der hohen Anzahl an
kleinen Peptiden und der hierfür zu geringen Massenauflösung des Spektrometers,
von vornherein nicht alle Ionen detektiert werden und somit wichtige Informationen
verloren gehen können [Groseclose et al., 2008].
Es existieren einige weitere Studien, welche die erfolgreiche massenspektrometrische
Analyse von FFPE-Gewebe beschreiben [Crockett et al., 2005, Hood et al., 2005,
Hwang et al., 2007]. Hierbei handelt es sich allerdings nicht um IMS-Analysen,
sondern das FFPE-Gewebe wurde zunächst mikrodisseziert, lysiert und trypsiniert,
um anschließend massenspektrometrisch untersucht zu werden. Hierdurch weist diese
Methode wiederum die schon unter 5.1 diskutierten Nachteile auf, welche auch
bei der 2D-Gelelektrophorese und der SELDI-TOF-MS zum Tragen kamen. Des
Weiteren existieren zur Zeit in Deutschland zwei kommerziell erhältliche Kits, die
eine Isolierung von Proteinen aus FFPE-Gewebe ermöglichen sollen (Qproteome
FFPE Tissue Kit, Quiagen [Becker et al., 2007] und Proteoextract Formalin Fixed
Tissue Kit, Merck). Auch diese beiden Kits verwenden mikrodisseziertes Gewebe und
eignen sich nicht für die direkte Anwendung an Schnittpräparaten. Eine Testreihe
mit dem Proteoextract Formalin Fixed Tissue Kit erzielte in der Proteomic core
Facility des Universitätsklinikums Aachen im Vergleich zum Gefriergewebe eine
deutlich schlechtere Proteinausbeute im Western Blot, der 2D-Gelektrophorese und
der SELDI-TOF-MS.

KAPITEL 6
Zusammenfassung und Ausblick
Das Harnblasenkarzinom zählt zu einem der häufigsten Karzinome weltweit, es um-
fasst allerdings eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit sehr unterschiedlichem
klinischen Ausgang. Bis heute existieren keine validen Biomarker, welche für die Früh-
diagnose, Nachsorge oder Therapieplanung im klinischen Alltag eine ausreichende
Etablierung gefunden haben.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Methode des MALDI
imaging mit höherer Sensitivität und Spezifität als viele andere proteomische Verfah-
ren zur Klassifikation von Harnblasenbiopsien anhand von Gefrierschnitten eignet.
Mit Hilfe von MALDI imaging konnten Proteinmuster detektiert werden, anhand de-
rer die Klassifikation verschiedener Tumorstadien und eine Unterscheidung zwischen
Tumorstadien und Normalurothel mit hoher Sensitivität als auch Spezifität möglich
wurden. Darüber hinaus konnten auf Basis dieser Klassifizierungen und mit Hilfe
der FlexImaging Software detaillierte molekulare Bilder der Schnitte erzeugt werden,
die hohe Deckungsgleichheiten mit den histologischen Bildern derselben Schnitte
zeigten. Tumorgewebe konnte hierbei mit einer Sensitivität von bis zu 98% und einer
Spezifität von bis zu 100% von Normalurothel unterschieden werden. Dies übertrifft
in Hinblick auf Sensitivität und Spezifität andere proteomische Verfahren, die bisher
zur Unterscheidung von tumorösem und normalem Gewebe herangezogen wurden.
Einzelne Proteine, die in anderen Studien bei der Unterscheidung verschiedener
Stadien des Harnblasenkarzinoms bzw. zwischen Karzinom und Kontrolle eine Rolle
spielten, konnten im Rahmen dieser Arbeit insofern bestätigt werden, als dass sie mit
hoher Wertigkeit in die Berechnung der jeweiligen Klassifikationmodelle einbezogen
wurden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann in Zukunft versucht werden, potenti-
elle Markermoleküle zu identifizieren und für die Etablierung neuer und sensitiver
Tests zu nutzen. In diesem Zusammenhang wäre zu prüfen, ob es sich bei diesen Mar-
kermolekülen um Proteine handelt, die möglicherweise auch im Urin bzw. Blut mit
ausreichend hoher Sensitivität und Spezifität detektierbar sind. Somit könnten diese
Proteine bzw. Proteinmuster im Rahmen von Screeninguntersuchungen genutzt wer-
den und somit auf nicht invasivem Wege der Früherkennung des Harnblasenkarzinoms
dienen.
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Um auch FFPE Gewebe für MALDI imaging gestützte Untersuchungen zugänglich
zu machen, wurden verschiedene Strategien der Antigendemaskierung miteinander
verglichen. Im Vergleich der Ergebnisse mit denen der Gefrierschnittanalyse führte
allerdings keine dieser Methoden zu einem zufriedenstellenden Ergebnis. Die Methode
der Antigendemaskierung mittels Trypsin erscheint am ehesten erfolgsversprechend
zu sein, da mehrere Studien eine erfolgreiche Anwendung von MALDI imaging
an FFPE Gewebe mit Hilfe dieser Methode beschreiben. Allerdings können unter
diesen Umständen nur fragmentierte Peptide und keine intakten Proteine mehr
nachgewiesen werden, was neue Probleme mit sich bringt (5.2). Demnach bedarf
einerseits auch diese Methode der weiteren Optimierung, andererseits bleibt die
Entwicklung alternativer Antigendemaskierungsmethoden, welche nicht auf einer
Spaltung der Proteine basieren, weiterhin von Interesse.
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